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Resumo 
O género Juglans compreende cerca de vinte espécies, sendo a espécie 
Juglans regia L. a de maior importância económica, principalmente pela 
qualidade dos seus frutos (nozes). 
A produção das nogueiras é tardia (vários anos após plantação), pelo que a 
sua identificação e caracterização é de extrema importância, tanto para 
produtores como em programas de melhoramento de culturas. Assim, é 
imprescindível o desenvolvimento de métodos rápidos, fiáveis e sensíveis que 
respondam a esta necessidade. 
Os marcadores moleculares de ADN têm-se revelado determinantes na 
caracterização e identificação destas plantas. Têm sido aplicadas diversas 
técnicas moleculares (isoenzimas, RFLP, RAPD e marcadores ISSR) para 
avaliação da diversidade e relacionamento genético entre as cultivares de 
Juglans regia L.. Todavia, os marcadores moleculares SSR, dada a sua 
elevada precisão e reprodutibilidade, são os escolhidos para a identificação de 
cultivares, verificação de paternidades e genealogia, origem e relacionamento 
de germoplasmas. Esta técnica aplica-se também em estudos de autenticidade 
alimentar. 
O presente trabalho teve como objectivo principal a caracterização genética de 
três variedades portuguesas de Juglans regia L. com marcadores moleculares 
SSR e avaliação do seu relacionamento genético com dezanove cultivares da 
mesma espécie, originárias de diversos países. Outro objectivo foi a avaliação 
da autenticidade das cultivares de nozes colhidas em Soure, de nozes 
comerciais (rotuladas com referência à variedade) e de produtos derivados, 
através dos mesmos marcadores SSR. Para tal foram testados três métodos 
extractivos: CTAB, GenElute e Wizard. 
Os marcadores SSR utilizados neste estudo revelaram ser eficazes na 
distinção de todas as cultivares estudadas e evidenciaram um caso de 
sinonímia entre a cultivar Franquette e a cultivar Ronde de Montignac. Através 
da análise dos dendrogramas obtidos, foi possível associar a cultivar 
portuguesa Rego com o grupo das cultivares de origem francesa e a cultivar 
portuguesa Samil com o grupo de cultivares norte-americanas. A terceira 
cultivar portuguesa em estudo, Arco, revelou-se geneticamente distinta dos 
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restantes genótipos. Relativamente às cultivares internacionais tornou-se 
evidente a sua distinção em três grupos principais (dendrograma rectangular): 
o das cultivares norte-americanas, o das cultivares francesas e um outro em 
que se enquadram duas cultivares francesas, Fernette e Lara, duas norte-
americanas, Chico e Chandler e uma portuguesa Samil. Os dendrogramas 
obtidos evidenciaram também a presença de quatro cultivares claramente 
distintas da restante população (Arco, Meylannaise, Hartley e Parisienne). 
Quanto ao estudo de autenticidade realizado, verificou-se uma clara diferença 
em termos de capacidade extractiva entre os 3 métodos testados. Após 
escolha do melhor método extractivo, as amostras foram amplificadas com 3 
primers pré-seleccionados. Verificou-se que as amostras de nozes comerciais 
e as recolhidas em Soure originaram produtos de amplificação, enquanto que o 
mesmo não aconteceu com as amostras correspondentes a produtos 
derivados, sujeitos a um processamento mais intenso. 
Foi possível confirmar, por meios moleculares, a informação relativa à 
variedade de noz indicada no rótulo das embalagens comerciais para a maioria 
das amostras. 
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Abstract 
 
The genus Juglans contains about twenty species, all producing edible nuts. 
Among those, the English or Persian walnut, Juglans regia L., is the most 
widely cultivated species and the most economically important member of the 
genus Juglans. 
The fact that fruit production in walnut starts several years after its planting, 
makes its identification and characterization important for designing objective 
and repeatable criteria to breeders and farmers in crop improvement programs. 
Therefore, the development of rapid, reliable and sensitive methods for the 
identification and verification of cultivars is essential. 
Several techniques using molecular markers have been used to examine 
genetic diversity and relationships among cultivars of Juglans regia L., including 
isozymes, RFLP, RAPD and ISSR markers. However, the need for accurate 
cultivar identification and verification of paternity and genealogy, led to the 
application of SSR or microsatellite markers that are well suited to meet these 
needs. Microsatellite DNA analysis is generally considered the most powerful 
method for a number of reasons, including maximum precision and 
reproducibility. Beside those facts, such techniques are useful for understanding 
the origins and relationships of germplasms and for providing genetic 
fingerprints that can be used to test or confirm the identity of plant materials and 
for food authenticity studies. 
The present study was undertaken to analyze the effectiveness of microsatellite 
markers in molecular characterization of three Portuguese cultivars of Juglans 
regia L. and to assess the genetic relationship between those cultivars and 
nineteen international ones. Also, this study was designed to check walnuts 
harvested at Soure, commercial walnuts (labelled with reference to the variety) 
as well as they by-products authenticity, with SSR molecular markers applied in 
the genetic characterization. For that purpose, three DNA extraction methods 
were assayed: CTAB, GenElute and Wizard.  
SSR markers used in this study had disclosed to be efficient in the distinction 
between the cultivars studied, and showed up a synonymy case, between 
cultivars Franquette and Ronde de Montignac. 
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Throughout the analysis of the obtained dendrogram, it was possible to 
associate the Portuguese cultivar Rego with the group of French origin and 
Samil with the North-American ones. The other Portuguese cultivar, Arco, 
showed up to be genetically distinct from the overall genotypes. Concerning the 
international cultivars, its distinction in three main groups became evident 
(rectangular dendrogram). The group of North-American origin, the group of 
French origin and the third one that includes two cultivars of French origin, 
Fernette and Lara, two cultivars of North-American origin, Chico and Chandler 
and one of Portuguese origin, Samil. The obtained dendrogram show the 
presence of four cultivars clearly distinct from the overall population (Arco, 
Meylannaise, Hartley and Parisienne).  
In what it concerns to the authenticity study, there was a clear difference 
between the 3 chosen extraction methods. After the choice of the best 
extraction method, the samples were amplified with 3 primers previously 
selected. The results showed that the commercial walnuts as well as the 
walnuts harvested at Soure amplified, but the same fact wasn’t noted with 
walnut processed by-products. 
It was possible to check, through molecular techniques, the information 
described in the labels of commercially walnuts (in what concerns the variety 
type) for most of the samples. 
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Lista de Abreviaturas 
 
A – Adenina 
ADN – Ácido desoxirribonucleico 
AFLP – Amplified Fragment Lenght Polymorphism 
ARN – Ácido ribonucleico 
C – Citosina 
CTAB – Brometo de Cetiltrimetilamónio 
dATP – Desoxiadenosina trifosfato 
dCTP – Desoxicitidina trifosfato 
dGTP – Desoxiguanosina trifosfato  
dNTP – Desoxirribonucleótidos trifosfato 
DOP – Denominação de Origem Protegida 
dpi – Dots Per Inch 
dTTP – Desoxitimidina trifosfato 
EcoR I – Enzima de restrição de Escherichia coli 
EDTA – Ácido etilenodiaminotetracético 
ELISA – Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay 
EMBL – European Molecular Biology Laboratory 
F – Filial generation 
FAO - Food and Agriculture Organization 
G – Guanina 
He - Heterozigosidade esperada 
Ho - Heterozigosidade observada 
HPLC – High Performance Liquid Chromatography 
ISSR – Inter Simple Sequence Repeat 
Kb – Kilobase 
MgCl2 – Cloreto de magnésio 
MIR – Infravermelho médio 
Mse I – Enzima de restrição de Micrococcus sp. 
NaCl – Cloreto de sódio 
NCBI – National Centre for Biotechnology Information 
NIR – Infravermelho próximo 
pb – pares de bases 
PCR – Reacção em cadeia da Polimerase 
PHYLIP – Phylogeny Inference Package 
PI – Probabilidade de identidade 
r – probabilidade de alelos nulos 
RAPD – Randomly Amplified Polymorphic DNA 
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RFLP – Restriction Fragment Lenght Polymorphism; Polimorfismo do Tamanho dos 
Fragmentos de Restrição 
RNase – Enzima que provoca a lise do ARN  
SAMPL – Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic loci 
SCAR – Sequence Characterized Amplified Region 
SNP – Single Nucleotide Polymorphism 
SSR – Simple Sequence Repeat 
STR – Short Tandem Repeats 
STS – Sequence Tagged Site 
T – Timina 
TAE – Meio tamponado contendo Tris, ácido acético e EDTA 
Taq – Polimerase do ADN extraída da bactéria termófila Thermus aquaticus 
TBE – Meio tamponado contendo Tris, ácido bórico e EDTA 
TE – Meio tamponado contendo Tris e EDTA 
TNE – Meio tamponado contendo Tris, NaCl e EDTA 
TRIS – Hidroximetilaminometano 
UPGMA – Unweight Pair Group Method with Arithmetic mean 
UV – Ultravioleta 
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1. Enquadramento, Objectivos e Organização da Dissertação 
 
As nozes em natureza e produtos com nozes, como ingredientes, são 
largamente consumidos em Portugal, fazendo parte integrante da cultura 
portuguesa e da sua gastronomia / doçaria tradicional. É comum encontrar nos 
locais de venda ao público nozes das mais diversas origens e, mais raramente, 
de origem portuguesa.  
 
No Serviço de Bromatologia foi já desenvolvida investigação no âmbito da 
caracterização química de algumas cultivares de nozes [Amaral, 2005], tendo-se 
verificado algumas incongruências entre características químicas e as 
cultivares que lhe estavam associadas. Este conhecimento prévio incentivou ao 
desenvolvimento da Dissertação de Mestrado que se apresenta. 
 
Em Portugal existem duas colecções de germoplasma de nogueira 
pertencentes ao Ministério da Agricultura do Desenvolvimento Rural e das 
Pescas. Estas colecções localizam-se na Estação Nacional de Fruticultura 
Vieira Natividade, concelho de Alcobaça e no Centro Experimental do Mucate, 
concelho de Soure. Incluem cultivares de diferentes origens (francesas; 
americanas) e três cultivares de origem portuguesa. 
 
A opção de caracterização genética de três cultivares portuguesas de Juglans 
regia L. e o relacionamento das mesmas com outras de origem internacional, 
tornou-se uma inevitabilidade. Procedeu-se então à sua caracterização 
genética através de marcadores moleculares SSR. Entre os objectivos do 
trabalho destacam-se a avaliação do património genético nacional, a sua 
qualidade e a sua contribuição para os germoplasmas de nogueira em geral.  
 
Os marcadores moleculares SSR foram seleccionados para este trabalho pela 
sua precisão e reprodutibilidade, pela capacidade de distinção de cultivares 
estreitamente relacionadas, pela possibilidade de caracterização individual de 
todas as cultivares de nogueira e por disponibilizarem um sistema mais 
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poderoso e fiável na caracterização molecular de germoplasmas de nogueira, 
relativamente a sistemas moleculares anteriormente utilizados.  
 
O estudo genético realizado é de extrema importância, uma vez que pode 
contribuir para eliminar certas lacunas existentes na organização do 
germoplasma nacional (através da confirmação da identidade e caracterização 
de determinados genótipos, assim como da avaliação de possíveis 
redundâncias e da propagação de erros nas colecções), para programas 
agrícolas, para programas de melhoramento genético, para a indústria e para o 
esclarecimento da diversidade genética de determinadas colecções de 
germoplasma. 
 
Neste trabalho, para além da caracterização genética de três cultivares 
portuguesas de Juglans regia L. através de marcadores moleculares SSR, 
procedeu-se também à avaliação da viabilidade da aplicação deste tipo de 
marcadores para: confirmação correcta da identificação das variedades de 
nozes recolhidas no Centro Experimental do Mucate; detecção de nozes em 
produtos alimentares; identificação de variedades e avaliação da autenticidade. 
 
Esta dissertação encontra-se dividida em seis capítulos. 
Os três primeiros (capítulos 1, 2 e 3) constituem a parte teórica do trabalho, 
abordando as diferentes metodologias de biologia molecular aplicadas na área, 
bem como o trabalho descrito em nogueiras. Capítulo 1 – Enquadramento, 
Objectivos e Organização da Dissertação; Capítulo 2 – Origem, caracterização 
e cultivo de Juglans regia L.; Capítulo 3 – Métodos moleculares para a 
caracterização e avaliação da autenticidade de cultivares de Juglans regia L.. 
Os 2 capítulos seguintes (4 e 5) descrevem a parte experimental, 
correspondendo cada capítulo às distintas fases do trabalho. Capítulo 4 – 
Caracterização molecular de Juglans regia L.; Capítulo 5 – Avaliação da 
autenticidade de nozes comerciais e produtos derivados. 
No capítulo 6 apresentam-se as conclusões retiradas do trabalho efectuado e, 
finalmente, listam-se as referências bibliográficas disponíveis neste âmbito e 
utilizadas ao longo da escrita deste trabalho. 
 
  
2. Origem, caracterização e cultivo de Juglans regia L. 
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2. Origem, caracterização e cultivo de Juglans regia L. 
 
A nogueira (Juglans regia L.) é originária de uma região localizada entre as 
montanhas da Ásia Central. Há milhares de anos atrás, os gregos introduziram 
germoplasma selvagem de Juglans regia L. na Península dos Balcãs, na 
Turquia e no Sudeste Europeu. A partir desta altura, houve uma grande 
dispersão das referidas espécies para a Europa Ocidental e para o Norte de 
África, através do comércio Romano. 
No século XVIII, a nogueira foi introduzida na América do Sul pelos espanhóis, 
que levaram genótipos da Europa. Finalmente, no século XIX, foi importada de 
França para a América do Norte (Norte da Califórnia) por Felix Gillet, francês 
dedicado ao cultivo destas plantas e por Joseph Sexton, um agricultor que 
importou Juglans regia L. da China para o Sul da Califórnia [Foroni et al., 2007]. 
  
O género Juglans pertence à família Juglandaceae e compreende cerca de 20 
espécies de árvores de folha caduca. Manning, 1978, dividiu o género Juglans 
em 4 secções: Cardiocaryon Dode; Trachycaryon Dode; Rhysocaryon Dode e 
Dioscaryon Dode ou Juglans, com uma única espécie, a Juglans regia L. 
[Fjellstrom e Parfitt, 1995]
. Esta divisão baseou-se essencialmente na morfologia do 
fruto, no tipo de madeira e na forma das folhas. O género Juglans distribui-se, 
actualmente, pela América do Norte e do Sul, Sudeste Europeu, Ásia Oriental e 
Japão, embora com uma distribuição descontínua entre a Ásia Oriental e a 
América do Norte [Aradhya et al., 2007]. 
 
A espécie Juglans regia L., também denominada como nogueira Inglesa, persa 
ou comum, é o membro do género Juglans com maior importância a nível 
económico, sendo cultivada em regiões temperadas não só pela qualidade da 
madeira mas também pelos frutos que produz [Bayazit et al., 2007]. 
 
É, fundamentalmente, cultivada pelos seus frutos, as nozes, embora se 
encontrem descritas variadas utilizações de outras partes da árvore. A 
aromatização de licores, a utilização em cosméticos, tintas, mobiliário e em 
medicina tradicional são exemplos das diferentes aplicações da nogueira. 
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Destaca-se ainda pela sua madeira muito apreciada, simultaneamente dura, 
homogénea e fácil de trabalhar [Amaral, 2005]. O valor das nozes está relacionado 
com o papel importante que têm na promoção da saúde. A importância da 
ingestão de nozes para o controlo da hiperlipidemia (triglicerídeos e colesterol) 
e hipertensão é frequentemente descrita na bibliografia [Caglarirmak, 2003]. 
Embora com elevado valor calórico, são ricas em nutrientes bioactivos, 
nomeadamente ácidos gordos polinsaturados n-3 e n-6. Para além de estarem 
implicados na diminuição do risco de doenças cardiovasculares, várias 
propriedades benéficas foram já referidas para os ácidos gordos n-3, tais como 
propriedades anti-inflamatórias, antitrombóticas e antiarrítmicas. Desta forma, 
estes ácidos gordos poderão ser potencialmente benéficos em diversas 
patologias, tais como artrite, doenças auto-imunes, diabetes tipo II, hipertensão 
e cancro. São ainda considerados essenciais no desempenho das funções 
visual e cerebral. O organismo humano, contrariamente ao que acontece nas 
plantas, não dispõe nem da capacidade de introduzir duplas ligações nas 
posições n-3 e n-6, nem de interconverter estes dois tipos de ácidos gordos. 
Desta forma, os ácidos linoleico (série n-6) e α-linolénico (série n-3), ácidos 
gordos essenciais mais abundantes nas plantas, são considerados, 
respectivamente, como os “compostos pai” das séries n-3 e n-6 nos seres 
vertebrados [Dobson, 2002; Seppänen-Laakso et al., 2002 e Lauritzen et al., 2001]. 
 
A Juglans regia L. é uma árvore de copa ampla e arredondada, com cerca de 
20 a 30 m de altura quando cultivada, mas com alturas superiores no estado 
selvagem. Apresenta folhas alternadas, compostas, com 5 a 9 folíolos ovalados 
ou lanceolados É uma planta monóica, heterogâmica e, regra geral, auto-
fecundável. Floresce em Maio/Junho e as suas sementes amadurecem no final 
do Verão. São árvores bem adaptadas ao clima Mediterrânico e necessitam de 
irrigação em climas demasiado áridos. São intolerantes à salinidade e à 
inundação dos solos [Amaral, 2005]. 
 
Em termos climáticos é uma espécie exigente, particularmente as cultivares 
californianas, originárias de locais onde a temperatura média anual ultrapassa 
os 16ºC e a média mensal nunca é inferior a 10ºC [Germain et al., 1999]. Contudo, as 
plantas desta espécie conseguem tolerar temperaturas negativas da ordem dos 
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-30ºC [Pou, 2001]. As geadas tardias que podem ocorrer no início da Primavera, 
bem como as geadas precoces de Outono são muito prejudiciais, uma vez que 
podem provocar a desidratação das extremidades dos ramos, comprometendo 
a produção do ano seguinte [Germain et al., 1999].  
 
As nogueiras adaptam-se facilmente a diversos tipos de solos. As principais 
condicionantes no seu cultivo são as propriedades físicas do solo, o qual deve 
permitir uma rápida drenagem e ao mesmo tempo uma boa retenção de água 
[Pou, 2001]
. Do ponto de vista químico, os melhores solos para esta cultura são os 
argilo-calcáreos e os sílico-argilosos com pH entre 6,5 e 7,5 [Lorente, 1990].  
 
Em termos reprodutivos, a nogueira é uma planta com flores unisexuais, em 
que a polinização é exclusivamente anemófila (por acção do vento), sendo o 
pólen libertado a partir dos amentilhos. Considera-se que a floração nesta 
espécie envolve o período ao longo do qual as flores se encontram activas. O 
início e duração desta etapa está condicionado pela cultivar e por factores 
ambientais. De ano para ano podem ocorrer desvios no período de plena 
floração, situação que já foi constatada por diversos autores. 
A duração da floração feminina depende da cultivar e dura em média 15 a 20 
dias. A emissão do pólen pelos amentilhos decorre ao longo de 8 a 14 dias, 
mas a duração da plena floração masculina é mais reduzida, na ordem de 5 a 6 
dias e tanto mais rápida quanto mais elevada for a temperatura [Regato et al., 2004]. 
 
De acordo com os dados da FAO, a produção mundial de noz em 2004 
estimava-se em 1,5 milhões de toneladas, correspondendo a uma superfície de 
627 mil hectares. A produção distribui-se essencialmente por três Continentes: 
Ásia (52%), Europa (23%) e América (23%). A China é o maior produtor do 
mundo, com um volume anual de cerca de 400 mil toneladas, o que representa 
aproximadamente 28% da produção mundial. Seguem-se os Estados Unidos 
da América e o Irão, com 20% e 10% da produção mundial respectivamente. A 
União Europeia produz 147 mil toneladas (10% da produção mundial), 
destacando-se como principais países produtores a França (26 294 t), Espanha 
(25 700 t), Grécia (21 000 t), Áustria (17 735 t) e Itália (15 000 t) [M.A.D.R.P., 2007]. 
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Fig. 2.1 - Área de Noz em Portugal. Representatividade por região, 2006. 
Adaptado de Portugal Agrícola 1980 - 2006, INE, 2007.   
Enquanto a Ásia domina a produção mundial, os Estados Unidos da América 
dominam o comércio internacional, exportando metade da sua produção como 
noz ou miolo de noz. A União Europeia absorve mais de 75% das exportações 
americanas de noz com casca. A China e a Índia exportam principalmente 
miolo de noz. A nível europeu, a França é o principal exportador e fornece 
essencialmente os outros Estados Membro. 
Grécia, Espanha e Alemanha são os maiores consumidores europeus de noz. 
O elevado consumo na Grécia e em Espanha deve-se ao desenvolvimento da 
pastelaria e à tradição de grande utilização da noz naquela actividade [M.A.D.R.P., 
2007]
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No que diz respeito a Portugal, as cultivares de nogueira mais utilizadas são as 
de origem americana (Hartley, Serr, Amigo e Chandler), as portuguesas (Rego 
e Arco) e as francesas (Franquette e Lara). É no Alentejo e em Trás-os-Montes 
(Fig. 2.1 e Fig. 2.2) que se conseguem as melhores produtividades do País 
devido à natureza dos pomares, na sua maioria bem implantados e com 
técnicas de condução adequadas.  
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Fig. 2.2 - Produção de Noz em Portugal. Representatividade por região (TM -Trás-os-Montes; BL- Beira 
Litoral; RO - Ribatejo; ALE - Alentejo). Adaptado de Portugal Agrícola 1980-2006, INE, 2007.  
Nas restantes regiões de produção, embora a área de nogueiras seja elevada, 
as produtividades médias são baixas, pois inclui pomares novos ou pomares já 
muito envelhecidos não reconvertidos [M.A.D.R.P., 2007]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
De acordo com os dados do Recenseamento Geral da Agricultura de 1999, os 
concelhos de Bragança, Vinhais e Macedo de Cavaleiros concentravam a 
maior área de produção com 227, 178 e 131 hectares, respectivamente.  
Relativamente ao número de explorações, também os concelhos de Bragança, 
Vinhais e Macedo de Cavaleiros detinham o maior número, com 399, 242 e 
221, respectivamente [M.A.D.R.P., 2007].  
Na Beira Litoral, a principal mancha de produção localiza-se em Condeixa. Os 
pomares existentes são constituídos pelas cultivares Franquette e Mayette e, 
em menor escala, pelas cultivares Lara e Fernor. 
 
A campanha de produção e comercialização da noz é relativamente curta, de 
meados de Setembro até Janeiro do ano seguinte. Após a colheita, a noz é 
lavada, seca, calibrada, seleccionada e embalada para ser comercializada 
como noz em casca. Se o produto final for o miolo de noz, parte edível, 
procede-se ao seu descasque, selecção, embalagem e armazenamento em 
câmaras frigoríficas [M.A.D.R.P., 2007]. 
  
3. Métodos moleculares para a caracterização e avaliação da autenticidade 
de cultivares de Juglans regia L.  
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3. Métodos moleculares para a caracterização e avaliação da autenticidade 
de cultivares de Juglans regia L. 
3.1. A Reacção de PCR 
 
Actualmente, a maioria das metodologias que recorre aos marcadores de ADN 
para a classificação de seres vivos baseia-se na utilização da reacção em 
cadeia da polimerase ou PCR. Trata-se de um método de replicação in vitro de 
ADN, desenvolvido por Kary Mullis [Saiki et al., 1988]. 
É uma técnica que gera grandes quantidades de ADN por amplificação de 
fragmentos da molécula mãe ou template. A reacção em cadeia da polimerase 
é um método simples, de aplicação ilimitada e compreende a síntese bi-
direccional repetitiva (amplificação em milhares de vezes), via extensão 
enzimática, de uma determinada região do ácido nucleico moldado por dois 
oligonucleótidos iniciadores (primers) [Marmiroli et al., 2003]
. 
 
A amplificação do ADN template requer um par de primers oligonucleotídicos, 
4-desoxinucleósidos trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), a enzima 
termoestável polimerase do ADN e iões magnésio (em excesso molar 
relativamente aos dNTP) num meio tamponado adequado [Marmiroli et al., 2003]. 
 
A PCR (Fig. 3.1) é um processo complexo com ciclos consecutivos de três 
diferentes temperaturas, onde o número das sequências alvo aumenta 
exponencialmente, de acordo com o número de ciclos. Este varia entre 30 a 40, 
sendo cada um deles constituído pelas 3 fases seguintes: (1) desnaturação 
térmica do ADN; (2) hibridação dos primers específicos à respectiva zona 
complementar em direcções opostas e (3) elongação da cadeia pela 
polimerase. Tendo em conta que o número de moléculas de ADN existentes no 
meio duplica a cada ciclo, ao fim de 35 ciclos podem existir, teoricamente 235, 
ou seja, 34 000 milhões de cópias do fragmento original [Marmiroli et al., 2003 e Faria, 
2005]
.  
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Figura 3.1 - Representação esquemática da amplificação de um fragmento de ADN pela PCR. Em 
condições óptimas a enzima Taq ADN polimerase amplifica exponencialmente um determinado segmento 
definido pelo local de hibridação dos primers. Além da polimerase e dos primers, são essenciais outros 
componentes: os dNTP, o ião Mg2+ e um meio tamponado adequado. Adaptado de Food Authenticity and 
Traceability, Marmiroli et al., 2003. 
 
3.2. Marcadores Moleculares 
 
Os marcadores moleculares são sequências de ADN associadas a regiões 
polimórficas do genoma. Estas podem ser identificadas por ensaios 
laboratoriais de forma directa, através da sequência de nucleótidos, ou 
indirecta no caso das isoenzimas. O Quadro 3.1 apresenta os marcadores 
moleculares utilizados, com maior frequência, na caracterização genética de 
plantas, assim como as principais vantagens e desvantagens da sua utilização. 
 
Os marcadores moleculares desempenham um papel muito importante na 
caracterização genética e na melhoria de muitas espécies de cultivo. São 
também relevantes na avaliação da biodiversidade, na reconstrução com 
exactidão de relações filogenéticas e na melhor compreensão da estrutura, 
evolução e interacção das populações microbianas com as plantas [FAO, IAEA, 
2002]
. Podem dividir-se em dois grandes grupos: os baseados no polimorfismo 
do ADN e os baseados no polimorfismo de outras biomoléculas (e.g. enzimas), 
sendo o primeiro o mais relevante. Este grande grupo de marcadores de ADN, 
pode, consoante o método utilizado, dividir-se em marcadores detectados pela 
reacção de PCR ou por outras técnicas (e.g. RFLP) [Faria, 2005]. 
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Quadro 3.1 - Marcadores moleculares utilizados com maior frequência na caracterização genética de 
plantas. Adaptado de FAO/IAEA, 2002; Mueller e Wolfenbarger, 1999. 
 
MARCADOR VANTAGENS DESVANTAGENS 
ISOENZIMAS 
 
 
 
-Técnica relativamente pouco dispendiosa 
-Análises relativamente rápidas 
-Co-dominante 
-Não é necessário o conhecimento da sequência 
-Elevada reprodutibilidade 
-Facilidade de utilização e desenvolvimento 
-Diferentes protocolos para cada locus 
-Muito trabalhoso 
-Por vezes, difícil de interpretar 
-Quantidade de informação reduzida 
RFLP -número ilimitado de loci 
-Co-dominante 
-Diversos sistemas de detecção 
-Conversível para SCAR (Sequence Characterized 
Amplified Region) 
-Robusto 
-Não é necessário o conhecimento da sequência 
-Elevada reprodutibilidade 
-Elevada resolução de diferenças genéticas 
-Muito trabalhoso 
-Dispendioso 
-Necessidade de quantidades elevadas de 
ADN 
- É frequente baixo grau de polimorfismo 
- Moroso 
-Dificuldade de utilização e desenvolvimento 
-Quantidade de informação reduzida 
RAPD -Rapidez na obtenção de resultados 
-Não é necessária informação acerca da sequência 
-Necessidade de quantidades reduzidas de ADN 
-Bom polimorfismo 
-Pode ser automatizado 
-Quantidade de informação elevada 
-Facilidade de utilização e desenvolvimento 
-Método muito sensível a alterações 
laboratoriais 
-Baixa reprodutibilidade intra e 
interlaboratorial 
-Detecção frequente de múltiplos loci 
-Dominante 
AFLP -Necessidade de quantidades reduzidas de ADN 
-Não é necessária informação acerca da sequência 
-Pode ser automatizado 
-Adaptável a diversas utilizações, e.g. c-ADN-AFLP 
-Quantidade de informação elevada 
-Elevada reprodutibilidade 
-Elevada resolução de diferenças genéticas 
-Dominante 
-Técnica patenteada 
-Tecnicamente difícil 
ISSR -Altamente polimórfico 
-Robusto 
-Pode ser automatizado 
-Normalmente dominante 
-Específico para cada espécie 
SSR -Rápido 
-Altamente polimórfico 
-Robusto 
-Pode ser automatizado 
-Necessidade de quantidades reduzidas de ADN 
-Co-dominante 
-Multi-alélico 
-Possibilidade de multiplexing 
-Quantidade de informação elevada 
-Elevada reprodutibilidade 
-Elevada resolução de diferenças genéticas 
-Elevados custos no desenvolvimento 
-Específico para cada espécie, na maioria 
dos casos 
-Pontuais dificuldades de interpretação 
-Difícil utilização e desenvolvimento 
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A técnica RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) utiliza os 
marcadores moleculares de primeira geração. É dispendiosa e morosa e 
baseia-se na hibridação das cadeias de ADN, sem recurso à reacção de PCR. 
Os RFLP foram os marcadores moleculares com maior impacte biotecnológico 
na agricultura [FAO, IAEA, 2002]. 
 
O desenvolvimento da reacção de PCR, para amplificação de pequenos 
segmentos de ADN, deu origem à segunda geração de marcadores 
moleculares. Esta técnica é menos dispendiosa e de execução mais rápida. As 
técnicas de segunda geração mais representativas, baseadas na técnica de 
reacção em cadeia da polimerase são:  
 
• AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism); 
• SSR (Simple Sequence Repeat);  
• ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat); 
• RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA).  
 
Para além destas, têm sido desenvolvidas e utilizadas em análise genética 
outras que envolvem: STS, SNP, SCAR, etc. [FAO, IAEA, 2002]. 
  
Os marcadores moleculares têm sido largamente utilizados na agricultura, para 
investigação da base genética de certos fenótipos, facilitando a transferência e 
acumulação de fenótipos vantajosos entre linhas de melhoramento genético. 
Os marcadores são também utilizados em diferentes culturas para identificação 
de genes responsáveis pela variação quantitativa do peso, maturidade, 
resistência a doenças e rendimento. As técnicas baseadas na reacção de PCR 
têm sido particularmente úteis no estudo da biodiversidade, assim como no 
estudo de plantas, agentes patogénicos e sua interacção. Têm sido 
fundamentais na identificação de variedades e cultivares de plantas [FAO, IAEA, 
2002]
. 
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Dependendo da aplicação e da espécie envolvida, os marcadores genéticos 
devem, idealmente, obedecer a determinados requisitos: 
 
• Co-dominância na expressão; 
• Apresentação de uma cópia única no genoma; 
• Elevado polimorfismo; 
• Utilização pouco exigente, em termos laboratoriais; 
• Multi-funcionais; 
• Alta disponibilidade, não sendo a sua utilização de uso restrito;  
• Possibilidade de utilização em modo multiplex; 
• Capacidade de automatização; 
• Pouco dispendiosos [FAO, IAEA, 2002]. 
 
3.2.1 Marcadores Baseados em Sistemas Enzimáticos ou Isoenzimas 
 
As múltiplas formas moleculares de uma enzima são denominadas isoenzimas. 
São geralmente constituídas por subunidades, e estas originam enzimas com a 
mesma actividade catalítica. Estas subunidades enzimáticas podem ser 
isoladas e separadas por vários métodos, nomeadamente electroforéticos.  
 
As principais funções das isoenzimas estão relacionadas com o controlo das 
actividades metabólicas do organismo. As diferenças em tamanho, 
configuração e carga iónica, entre elas, permitem a sua detecção por diversos 
processos de separação. Estes processos incluem, como já foi referido, a 
electroforese, isolada ou combinada com processos histoquímicos apropriados 
ou com cromatografia de troca iónica. De entre as diferentes técnicas 
electroforéticas, citam-se, como exemplo, a focagem isoeléctrica e o gel de 
poliacrilamida [Abdullah, 2001]. 
 
Têm sido realizados vários estudos para detecção electroforética de 
isoenzimas. A variação isoenzimática é determinada através de padrões de 
bandas ou zimogramas, os quais podem ser interpretados geneticamente e 
utilizados para a distinção de indivíduos (espécies, variedades, etc.). 
Métodos moleculares para a caracterização e avaliação da autenticidade de Juglans regia L. 
19 
 
As isoenzimas são os produtos de expressão dos genes, através de processos 
de transcrição e de translação. A expressão isoenzimática depende do estádio 
de crescimento da planta e dos seus tecidos. Sendo um produto da expressão 
dos genes, a intensidade de bandas exibida é proporcional à quantidade de 
genes activos. 
A utilização de isoenzimas, como marcadores moleculares, parece ser uma 
técnica bastante limitada, contudo vantajosa quando comparada com a 
utilização de marcadores morfológicos.  
As variações isoenzimáticas são um bom indicador das estruturas 
populacionais e dos seus relacionamentos filogenéticos, uma vez que o padrão 
zimográfico reflecte directamente um padrão genético particular. 
Com base na proporção de loci que apresentam mais do que um alelo, no 
número de alelos por locus e na proporção média de genes heterozigóticos por 
indivíduo é possível, através dos dados isoenzimáticos, calcular uma estimativa 
da variação genética dentro de populações naturais [Abdullah, 2001].  
 
3.2.2. Marcadores de ADN sem recurso à reacção de PCR 
3.2.2.1 Restriction Fragment Lenght Polymorphism (RFLP) 
 
A técnica RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ou Polimorfismo 
do Tamanho dos Fragmentos de Restrição baseia-se na obtenção de 
fragmentos de ADN, após digestão, seguido de um passo de hibridação de 
sondas específicas. Esta técnica, inicialmente utilizada para o estudo do 
genoma humano, foi amplamente utilizada no melhoramento e caracterização 
genética de plantas [Wünsch e Hormaza, 2002]. 
Com esta técnica, os organismos podem ser diferenciados através dos padrões 
de bandas, obtidos por clivagem com enzimas de restrição, em locais 
específicos das suas cadeias de ADN. Após separação electroforética, os 
fragmentos são revelados com sondas específicas e marcados 
radioactivamente. Cada banda representa, então, um fragmento de restrição. 
Trata-se de uma sequência de ADN que comporta um local de restrição 
(específico da enzima utilizada) em cada uma das suas extremidades e uma 
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sequência complementar à da sonda utilizada. Diferentes combinações de 
enzima/sonda originam diferentes padrões RFLP. As diferenças nestes 
padrões reflectem diferenças na sequência do ADN dos organismos 
analisados, permitindo assim a sua distinção [Campbell, 2001]. 
Os marcadores RFLP dominaram nos anos 80 os métodos baseados em 
marcadores de ADN [Soller e Beckmann, 1983]. Contudo, as suas limitações ainda 
restringiam largamente a sua utilização: 
 
• O ADN a analisar devia ter grande pureza e integridade, sendo 
necessário em grande quantidade; 
• O desenvolvimento das sondas acarretava custos elevados; 
• O procedimento analítico era dispendioso, muito moroso e implicava o 
recurso a reagentes radioactivos; 
• Os padrões de bandas obtidos, por serem extremamente complexos, 
eram de difícil leitura. 
 
Devido às grandes exigências técnicas, este tipo de marcadores eram 
praticamente inacessíveis para a maioria dos laboratórios de genética vegetal 
associados a programas de melhoramento de plantas [Faria, 2005]. 
 
3.2.3. Marcadores de ADN baseados na reacção de PCR 
3.2.3.1. Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
 
A utilização dos marcadores RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) 
teve início nos anos 80. Devido à sua simplicidade e rapidez, esta técnica foi-se 
tornando uma ferramenta de elevado valor na identificação de cultivares e em 
estudos de similaridade genética em plantas. Estes marcadores moleculares 
têm sido utilizados, por muitos laboratórios, para identificação de genótipos de 
diferentes espécies de árvores de fruto, como por exemplo a espécie Juglans 
regia L. [Wünsch e Hormaza, 2002 e Nicese et al., 1998]. 
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RAPD são fragmentos de ADN genómico amplificados através da reacção de 
PCR, pela utilização de um primer de sequência nucleotídica arbitrária com 
cerca de 10 pares de bases. O polimorfismo depende da presença ou ausência 
de um produto de amplificação [Wünsch e Hormaza, 2002]. Os marcadores RAPD 
surgem na sequência do desenvolvimento da tecnologia de PCR. A análise de 
polimorfismos genéticos entre organismos, utilizando estes marcadores, é 
rápida, fácil e pouco dispendiosa. Por tais factos, foi largamente utilizada, 
inclusivamente por laboratórios de parcos recursos. Esta técnica associa a 
vantagem da não utilização de sondas radioactivas, em grande parte devido à 
utilização da reacção de PCR, à possibilidade de amplificação de fragmentos 
do genoma, sem necessidade do conhecimento prévio da sequência do mesmo 
[Faria, 2005]
.
 
 
 
É uma técnica em que, um pequeno oligonucleótido de sequência aleatória, em 
contacto com ADN genómico, em determinadas condições de amplificação, 
origina diversos fragmentos de ADN cuja natureza é dependente da sequência 
do primer e do genoma em estudo. Os produtos de amplificação (bandas) são 
separados em gel de agarose e visualizados com brometo de etídio. 
 
Os primers que diferem num nucleótido originam diferentes perfis e os 
polimorfismos genómicos localizados num ou em ambos os locais de 
hibridação dos primers resultam no desaparecimento da banda amplificada. 
Deste modo, a amplificação do ADN com primers de sequência aleatória é um 
método altamente sensível para a detecção de polimorfismos aleatoriamente 
distribuídos no genoma.  
 
Uma reacção RAPD, com apenas um primer, origina produtos de amplificação 
onde são visíveis diversas bandas, cada uma originada a partir de uma região 
diferente do genoma. Para que ocorra a amplificação de diversos fragmentos é 
necessário que os locais de hibridação dos primers, em cadeias opostas, 
estejam distanciados até cerca de 2000 nucleótidos, ou seja o espaço que 
permite ser amplificado pela Taq polimerase. A probabilidade de um primer 
deste tamanho encontrar uma sequência complementar num genoma 
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complexo é suficientemente grande para que, como foi referido, um só primer 
origine vários fragmentos amplificados. 
Para cada ensaio com estes marcadores moleculares são necessários cerca 
de 15-25 ng de ADN genómico e primers com 10 nucleótidos de comprimento, 
contendo idealmente 50% de bases púricas (GC). 
A técnica RAPD detecta a presença de apenas um alelo num locus e é este 
alelo que é amplificado. A ausência de uma banda amplificada representa 
todos os outros alelos de um locus que não sofreram amplificação. Os RAPD 
são marcadores dominantes, não podendo ser utilizados para distinguir loci 
heterozigóticos [Rafalsky et al., 1991]. 
 
A maior desvantagem deste método é a necessidade de condições 
experimentais extremamente exigentes. Para além de ser essencial que o 
extracto de ADN não se encontre contaminado com ADN humano ou de 
qualquer outra origem, há vários factores com influência nos resultados finais, 
caso dos termocicladores, das polimerases do ADN, das concentrações de 
primers e do próprio operador. Apesar de ser possível a normalização das 
condições experimentais, a comparação de resultados entre laboratórios é uma 
tarefa difícil [Faria, 2005]. 
 
3.2.3.2. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
 
A técnica de AFLP foi desenvolvida por Vos et al. (1995) e baseia-se na 
amplificação selectiva de fragmentos de restrição, resultantes da digestão do 
extracto genómico total. Esta técnica envolve três passos: 
 
• restrição do ADN e ligação dos oligonucleótidos adaptadores; 
• amplificação selectiva de conjuntos de fragmentos de restrição; 
• análise dos fragmentos amplificados em gel de acrilamida ou sistemas 
de electroforese capilar. 
 
A detecção de fragmentos de restrição genómicos através de amplificação pela 
técnica de PCR pode ser utilizada em ADN de qualquer origem ou 
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complexidade. Os fragmentos de restrição são geralmente gerados por duas 
enzimas de restrição com frequências de corte diferentes (uma de corte raro e 
outra frequente) o que resulta na amplificação preferencial dos fragmentos 
cujas extremidades sofreram corte com duas enzimas diferentes [Vos et al., 1995]. A 
amplificação selectiva dos fragmentos de restrição usa a sequência do 
adaptador e do local de restrição como alvos de hibridação dos primers.  
Numa reacção de AFLP são utilizados, geralmente, dois primers que 
amplificam os fragmentos cortados pelas enzimas EcoRI e MseI. Cada um 
destes primers é constituído por três partes: uma sequência de base com cerca 
de 12 nucleótidos, complementar à sequência dos adaptadores; uma 
sequência específica da enzima, complementar à sequência do seu local de 
corte e uma extensão selectiva de 1 a 4 nucleótidos (na extremidade 3’), que 
controla o número de bandas amplificadas. Apenas serão amplificados os 
fragmentos com sequência complementar com a da extensão, na região 
flanqueadora do local de restrição [Faria, 2005]. 
 
Os perfis genéticos são produzidos sem conhecimento prévio da sequência 
nucleotídica, utilizando um conjunto limitado de primers genéricos. O número 
de fragmentos que podem ser analisados simultaneamente depende da 
capacidade de resolução do sistema de detecção. Normalmente são 
amplificados e detectados 50 a 100 fragmentos de restrição em gel de 
acrilamida desnaturante. 
 
É uma técnica robusta e fiável, que combina a fiabilidade da técnica de RFLP 
com a capacidade de amplificação da técnica de PCR. Esta técnica permite 
duas abordagens, conforme se pretende analisar genomas simples ou 
complexos [Vos et al., 1995]. 
 
3.2.3.3. Simple Sequence Repeat (SSR)  
 
Os microssatélites, Simple Sequence Repeats (SSR) ou Short Tandem 
Repeats (STR), são sequências de nucleótidos constituídas pela repetição 
ininterrupta de um único padrão de nucleótidos, com um máximo de 6 pb (e.g. 
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(GA)n (GATA)n, etc.) [Hancock, 1999]. São sequências simples de ADN, repetidas de 
forma ininterrupta, encontradas em maior ou menor grau nos genomas de 
todos os organismos e organelos conhecidos [Chambers e MacAvoy, 2000].  
Estes marcadores moleculares podem fornecer muita informação e, juntamente 
com a PCR, permitem detectar os diferentes graus de polimorfismo [Powell et al., 
1996]
. 
 
Os SSR são abundantes em plantas, ocorrendo em média em cada 6-7 kb. 
Estas repetições são flanqueadas por sequências nucleotídicas conservadas, a 
partir das quais os primers (+/-) podem ser desenhados e utilizados na reacção 
de PCR para amplificação da secção de ADN que contém o SSR. Os alelos 
SSR e os diferentes produtos amplificados podem ser separados por 
electroforese e visualizados por fixação em prata, auto-radiografia ou 
fluorescência. Os SSR podem ser identificados através de bases de dados de 
ADN (e.g. EMBL e Genbank). A partir dos dados das sequências, os pares de 
primers (cerca de 20 pb cada) podem ser desenhados através de programas 
de software disponíveis para o efeito [FAO, IAEA, 2002].  
 
O isolamento e a clonagem de microssatélites em plantas ocorreram, pela 
primeira vez, em espécies de árvores tropicais. As repetições dinucleotídicas 
poli(AC) e poli(AG) foram detectadas, por genoma, com frequências entre os 
5x103 e os 3x105, sendo as repetições AG mais frequentes do que as AC. É 
normal detectar-se uma redução no número de repetições dinucleotídicas nas 
sequências das plantas, comparativamente às sequências humanas. Em 
média, estima-se que uma repetição superior a 20 pb de comprimento ocorre 
em cada 33 kb nos genomas nucleares das plantas, comparativamente com 
cada 6 kb nos mamíferos. Nos genomas de plantas predomina a repetição AT, 
enquanto que nos humanos as repetições AC e TG são as mais comuns. Estas 
características gerais permitem distinguir assim todos os genomas de plantas e 
animais. 
 
A frequência, relativamente baixa, dos microssatélites nos genomas das 
plantas origina problemas técnicos no isolamento em larga escala de SSR. 
Para além deste facto, os dinucleótidos (microssatélites) mais abundantes nas 
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plantas, AT, são difíceis de isolar pois são palindrómicos (i.e. a sequência é a 
mesma quando se lê uma cadeia da esquerda para a direita ou da direita para 
a esquerda) [Powell et al., 1996]. 
 
Os microssatélites tornaram-se durante a última década ferramentas 
moleculares proeminentes, pela sua extrema versatilidade. São marcadores 
genéticos muito acessíveis, aplicáveis à estimativa de possíveis 
relacionamentos entre segmentos cromossomais, à elucidação de relações 
temporais entre a origem de espécies e géneros, à identificação de indivíduos, 
sempre no sentido de investigar e rastrear a história biológica das populações. 
A chave para esta versatilidade assenta nos elevados níveis de variabilidade, 
característicos de cada loci, associado à rapidez e confiança com que esta 
informação pode ser disponibilizada em laboratório. À primeira vista, a 
popularidade destes marcadores moleculares pode parecer surpreendente, 
pois uma determinada metodologia de análise de microssatélites pode não ser 
transferível de umas espécies para outras. O factor chave para a adopção 
destes marcadores em larga escala deve-se ao facto da grande capacidade 
que possuem em solucionar problemas biológicos [Chambers e MacAvoy, 2000]. 
 
Os polimorfismos detectados por microssatélites são parâmetros 
particularmente úteis quando utilizados com outros caracteres para a 
identificação de cultivares. É de salientar que a caracterização molecular de 
cultivares é um ensaio rápido e reprodutível, não influenciado por condições 
ambientais. 
 
O conhecimento e o esclarecimento da estrutura genética das populações são 
factores importantes para o desenvolvimento de uma boa estratégia para 
conservação “in situ”, para desenvolvimento de programas de melhoramento 
genético, para certificação dos produtos com Denominação de Origem 
Protegida, para o melhoramento do conhecimento dos factores que permitem a 
adaptação de culturas não manipuladas pelo Homem a diferentes condições de 
stresse ecológico e ambiental e, também, para a verificação de paternidades 
[Foroni et al., 2005a]
.     
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A singularidade e o valor dos microssatélites surgem devido à sua natureza 
multi-alélica, à transmissão co-dominante, à fácil detecção pela reacção de 
PCR, à relativa abundância, à extensa cobertura no genoma e também devido 
ao facto de requerer apenas uma pequena quantidade de ADN para a sua 
análise [Powell et al., 1996]. 
3.2.3.4. Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) 
 
A técnica ISSR é útil em diversas áreas, como a diversidade genética, estudos 
filogenéticos, marcação genética, mapeamento genético e biologia 
evolucionária. Baseia-se na reacção de PCR e envolve a amplificação do 
segmento de ADN presente a uma distância amplificável entre duas regiões 
microssatélite idênticas, orientadas em direcções opostas. A técnica utiliza 
normalmente como primers, para a reacção de PCR, sequências do tipo 
microssatélite com 16 a 25 pb de comprimento. Os microssatélites usados 
podem ser di, tri, tetra ou pentanucleotídicos [Potter et al., 2002]. 
 
É uma técnica que combina os benefícios das AFLP e microssatélites com a 
universalidade da RAPD. Os ISSR apresentam elevada reprodutibilidade em 
consequência da utilização de primers longos, o que permite o uso de elevadas 
temperaturas de hibridação (45-60ºC) e consequente aumento da 
especificidade [Reddy et al., 2002].   
Os marcadores ISSR têm sido utilizados em estudos de inúmeras culturas. 
Podem gerar maiores polimorfismos relativamente à técnica RAPD, tornando-
se marcadores mais apropriados para comparação de genótipos estreitamente 
relacionados [Potter et al., 2002].   
 
Estes marcadores moleculares permitem a amplificação de ADN genómico, 
fornecem simultaneamente informação acerca de vários loci e ultrapassam as 
limitações experimentais das técnicas RFLP e RAPD. 
Ratnaparkhe et al. (1998) foram os primeiros investigadores a demonstrar a 
utilidade dos marcadores ISSR na discriminação genética de culturas ou 
variedades e na possível utilização para localização de marcadores ligados a 
um determinado gene de interesse [Ratnaparkhe et al., 1998]. 
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3.3. Marcadores moleculares aplicados à caracterização de Juglans regia L. 
 
Historicamente, a identificação de variedades de nogueira baseava-se em 
análises fenotípicas. Nos últimos anos, a necessidade de metodologias de 
caracterização mais eficientes, levou ao desenvolvimento de marcadores de 
ADN para monitorização da diversidade genética de cultivares [Foroni et al., 2005a]. 
 
A caracterização de cultivares de nogueira (Juglans regia L.) é extremamente 
importante, tanto na avaliação dos efeitos da selecção ao longo do tempo, 
como para o desenvolvimento de esquemas de cruzamento nos programas de 
melhoramento genético desta espécie. A introdução de técnicas de biologia 
molecular foi uma nova oportunidade para a caracterização genética, 
permitindo a comparação directa de diversos genótipos, não influenciados por 
condições ambientais [Nicese et al., 1998]. 
 
A diversidade genética de cultivares de nogueira tem sido avaliada por 
aplicação de marcadores moleculares. Estes estudos são úteis para a 
compreensão da origem e do relacionamento do germoplasma. Fornecem 
também os perfis genéticos que podem ser utilizados para testar ou confirmar a 
identidade das plantas. O desenvolvimento de marcadores moleculares para 
caracterização do germoplasma de nogueira é essencial em muitos aspectos, 
tanto ao nível da investigação como da indústria, fomentando a correcta 
identificação do número de plantas juvenis e a verificação de paternidades em 
programas de melhoramento genético [Potter et al., 2002]. 
 
Descrevem-se, a seguir, alguns dos estudos realizados com marcadores 
moleculares na caracterização genética de Juglans regia L. e de outras 
espécies do género Juglans. 
 
3.3.1. Isoenzimas 
 
Aletà et al. (1990) citando Arulsekar et al. (1985 e 1986) evidenciaram que, 
apesar de serem conhecidos 5 genes (glucose fosfato isomerase-1, aspartato 
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aminotransferase-1, aspartato aminotransferase-2, fosfoglucomutase-1 e 
esterase-2) em Juglans regia L., apenas 2 destes genes (fosfoglucomutase-1 e 
esterase-2) apresentaram polimorfismo isoenzimático. Tendo em conta a 
escassez de marcadores isoenzimáticos, estes autores estudaram 29 cultivares 
de Juglans regia L., utilizando 8 sistemas enzimáticos. Pretendiam abranger 
diferentes sistemas e avaliar o potencial de caracterização genética das 
isoenzimas para aumentar o número de marcadores eficientes. Os sistemas 
enzimáticos envolvidos foram: fosfoglucomutase, chiquimato desidrogenase, 
malato desidrogenase, 6-fosfogluconato desidrogenase, glucose fosfato 
isomerase, aspartato aminotransferase, leucina aminopeptidase e aconitase. A 
variabilidade encontrada nos sistemas fosfoglucomutase, chiquimato 
desidrogenase, malato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase 
permitiu a identificação de 23 das 29 cultivares em estudo, tendo sido 
identificados outros 2 grupos com as 6 cultivares restantes. Quatro dos 8 
sistemas enzimáticos estudados demonstraram variabilidade, aumentando 
desta forma o número de sistemas isoenzimáticos polimórficos conhecidos 
para a nogueira de 2 (fosfoglucomutase e esterase) para 5. Apesar do nível de 
variação isoenzimática em Juglans regia L. não poder ser considerado elevado, 
a informação disponibilizada por estes sistemas enzimáticos pode-se tornar 
muito útil na identificação de cultivares, segundo os autores referidos. 
 
Solar et al. (1994) estudaram o polimorfismo electroforético de 2 enzimas 
(malato desidrogenase e 6-fosfogluconato desidrogenase) de pólen de 
nogueira e de 4 enzimas (malato desidrogenase, 6-fosfogluconato 
desidrogenase, aspartato aminotransferase e peroxidase) de folhas de 
nogueira. Pretendiam determinar o sistema enzimático mais variável e útil na 
identificação e distinção de cultivares de Juglans regia L.. 
Foram estudadas 15 cultivares pertencentes ao germoplasma esloveno de 
nogueira, relativamente à variação isoenzimática das enzimas do pólen. Foram 
estudadas 17 cultivares do mesmo germoplasma em relação à variação 
isoenzimática das enzimas das folhas. As cultivares de nogueira de diferentes 
origens exibiram diferente número de bandas electroforéticas, assim como 
diferentes mobilidades relativas. Nos sistemas enzimáticos estudados, 
detectaram-se diferentes níveis de actividade e diferentes grupos fenotípicos. 
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As enzimas extraídas do pólen revelaram uma variabilidade superior, 
relativamente às extraídas das folhas.  
Os sistemas enzimáticos (malato desidrogenase e 6-fosfogluconato 
desidrogenase) extraídos do pólen, foram muito úteis na identificação de 
cultivares de nogueira. Assim, as 15 cultivares estudadas foram identificadas e 
discriminadas electroforeticamente. Entre os sistemas enzimáticos extraídos 
das folhas, ao nível de variabilidade, destacaram-se os sistemas 6-
fosfogluconato desidrogenase e peroxidase. Estes 2 sistemas enzimáticos 
permitiram a identificação e a distinção de 10 das 17 cultivares em estudo com 
isoenzimas extraídas das folhas de nogueira.  
 
Ninot e Aletà (2003) propuseram-se identificar e avaliar o relacionamento 
genético de 108 genótipos de Juglans regia L. através de sistemas 
isoenzimáticos. Os 6 sistemas isoenzimáticos utilizados foram: diaforase, 6-
fosfogluconato desidrogenase, fosfoglucomutase, chiquimato desidrogenase, 
malato desidrogenase e manose fosfato isomerase. A herança genética em 
nogueiras destes 6 sistemas isoenzimáticos já tinha sido esclarecida em 
trabalhos realizados anteriormente, permitindo desta forma a associação dos 
padrões zimográficos aos alelos. Com 3 destes sistemas (diaforase, 6- 
fosfogluconato desidrogenase e fosfoglucomutase), foram identificados cerca 
de 70% dos genótipos em estudo. Já com 4 dos sistemas (diaforase, 6- 
fosfogluconato desidrogenase, fosfoglucomutase e chiquimato desidrogenase) 
foram identificados mais de 80% dos genótipos. 90% das cultivares foram 
diferenciadas com a utilização dos 6 sistemas em estudo.  
A variabilidade observada nos 6 sistemas enzimáticos foi suficiente para 
identificar conveniente e inequivocamente, 91 das 108 cultivares em estudo. Os 
resultados deste estudo revelaram claramente a utilidade dos marcadores 
isoenzimáticos na identificação de cultivares de nogueira. 
 
No estudo realizado por (Vyas et al. 2003) o objectivo era identificar, 
seleccionar, conservar e melhorar cultivares de Juglans nigra L. e de Juglans 
regia L. através de isoenzimas extraídas das folhas respectivas. Os resultados 
experimentais revelaram diferentes padrões isoenzimáticos para a identificação 
de diversas cultivares de nogueira. A Juglans nigra L., assim como 8 cultivares 
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de Juglans regia L. foram identificadas com base nos valores de mobilidade 
específica relativa de cada banda isoenzimática. A presença/ausência do 
sistema enzimático peroxidase foi um critério adoptado e identificado como 
fiável para distinção destas 2 espécies. As esterase e malato desidrogenase, 
demonstraram ser os sistemas isoenzimáticos mais eficientes na 
caracterização de cultivares de Juglans regia L. Para os 5 sistemas 
enzimáticos estudados, foram descritos 13 loci (oito dos quais polimórficos) e 
24 alelos. A Juglans nigra L. parece ser mais heterozigótica que a Juglans 
regia L.. 
 
Germain et al. (1993) analisaram o polimorfismo isoenzimático em tecidos de 
folhas jovens de 8 subespécies de Juglans spp. (representando 28 clones) e 
nos seus híbridos interespecíficos (representando 16 clones). Foram 
identificados 9 sistemas enzimáticos (glutamato desidrogenase, chiquimato 
desidrogenase, tetrazolium oxidase, alanina aminopeptidase, amilase, 
endopeptidase, esterase, leucina aminopeptidase e glutamato oxaloacetato 
transaminase), com uma boa resolução de bandas. Com estes sistemas 
isoenzimáticos foi observada uma variabilidade intraespecífica reduzida, 
provavelmente devido ao número limitado de clones de cada espécie. Todavia, 
constataram que este sistema electroforético enzimático forneceu uma útil 
ferramenta de diagnóstico para identificação das diferentes espécies e híbridos 
interespecíficos utilizados no estudo.  
 
Hussendörfer (1999) analisou o polimorfismo de enzimas extraídas do tecido 
dos rebentos de Juglans nigra L., Juglans regia L. e do seu híbrido natural 
Juglans x intermedia CARR. O objectivo era determinar os marcadores 
moleculares isoenzimáticos mais úteis na identificação de Juglans x intermédia 
de origem conhecida e desconhecida. Hussendörfer, citando o estudo de 
Germain et al. (1993) referiu o facto dos marcadores moleculares 
isoenzimáticos serem adequados para a identificação de híbridos entre Juglans 
regia L. e Juglans nigra L., pelo número limitado de clones investigados, 
aconselhando mais estudos para confirmar os seus pressupostos. Os 
resultados deste investigador confirmaram a hipótese sugerida por Germain et 
al. (1993), que assumiu que no locus do gene aspartato aminotransferase, as 
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espécies Juglans nigra L., Juglans regia L. e Juglans x intermédia podem ser 
distinguidas através de marcadores moleculares isoenzimáticos. Os resultados 
demonstraram ainda que a distinção entre estas espécies é, também, possível 
com o sistema isoenzimático fosfoglucomutase. 
 
3.3.2. RFLP 
 
Fjellstrom e Parfitt (1994a) realizaram um estudo com o objectivo de 
desenvolverem um grupo mais completo de marcadores genéticos para a 
caracterização da diversidade genética e da filogenia do género Juglans.  
Estes investigadores escolheram os marcadores RFLP pela sua herança 
genética estável, natureza co-dominante, elevado polimorfismo e pela 
capacidade de serem directamente comparáveis entre diversos grupos 
taxonómicos (família, género, espécie, subespécie). 
 
Num outro trabalho efectuado pelos mesmos autores (1994b) foi caracterizada 
a diversidade genética de 13 espécies do género Juglans com marcadores 
nucleares RFLP. Foi determinada a frequência dos alelos de 41 populações do 
género Juglans por 19 loci RFLP com as enzimas de restrição EcoRI/HindIII. 
Os investigadores observaram uma diferença significativa nos níveis de 
heterozigosidade entre as espécies de diferentes secções do género Juglans. 
A diferença genética entre populações de nogueiras da mesma espécie do 
leste da Ásia foi superior à verificada entre as diversas espécies existentes na 
mesma região. Por outro lado, foi verificada a situação oposta entre as 
espécies do hemisfério ocidental. Foram indicadas ainda as afinidades 
taxonómicas, sugerindo colocações de certas espécies em determinadas 
secções. Ficou assim demonstrado que os RFLP são marcadores adequados 
para a análise da diversidade genética intra e interpopulacional no género 
Juglans. 
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3.3.3. RAPD 
 
A tecnologia RAPD mostrou-se útil nos programas de melhoramento genético 
de nogueiras, permitindo a identificação de novas cultivares, assim como a 
determinação de similaridades genéticas entre genótipos, facto que auxilia na 
selecção dos melhores progenitores para obtenção de novas combinações 
genéticas [Nicese et al., 1998].   
 
Woeste et al. (1996) avaliaram o nível de polimorfismo entre as espécies 
Juglans regia L. e Juglans nigra L., utilizando para tal 25 primers. Foram 
identificados 66 marcadores RAPD através do cruzamento interespecífico 
[(Juglans hindsii J. x Juglans regia L.) x Juglans regia L.]. Os dados obtidos 
foram agrupados a um conjunto de marcadores RFLP publicados 
anteriormente, para assim se expandir o mapa genético da nogueira para 107 
marcadores, distribuídos por 15 grupos interligados.  
 
Malvoti et al. (1997) utilizaram marcadores RAPD para discriminarem 16 
híbridos de nogueira F1 (Juglans nigra L. x Juglans regia L.) provenientes de 
Orleães, 11 hibridos F1 (Juglans nigra L. x Juglans regia L.) oriundos de 
Bordéus, assim como 4 retrocruzamentos [(Juglans nigra L. x Juglans regia L.) 
x Juglans regia L.] e  4 retrocruzamentos [(Juglans nigra L. x Juglans regia L.) x 
Juglans nigra L.]. Todos os cruzamentos e retrocruzamentos ocorreram 
naturalmente. Testaram 80 primers e 21 destes apresentaram bandas 
polimórficas acentuadas. Construíram uma matriz de presença/ausência de 
bandas e utilizaram diferentes algoritmos para determinar a similaridade 
genética entre as plantas testadas. A análise de cluster UPGMA revelou uma 
fraca diferenciação entre os híbridos F1 de ambas as proveniências. 
Observaram também uma elevada semelhança entre os 4 representantes de 
Juglans regia L. em estudo (RA 984; RA 996; RA 311 e RA 295), mas 
perfeitamente distintos do único representante de Juglans nigra L. em estudo 
(NG 23).  
Os 4 retrocruzamentos [(Juglans  nigra L. x Juglans  regia L.) x Juglans  nigra 
L.] integraram-se no grupo de Juglans nigra NG 23, enquanto que os 4 
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retrocruzamentos [(Juglans nigra L. x Juglans regia L.) x Juglans regia L.] 
surgiram repartidos pelos representantes de Juglans regia L. do estudo. 
 
Nicese et al. (1998) investigaram o potencial da técnica RAPD na 
caracterização e determinação de relacionamentos genéticos. Utilizaram 19 
cultivares de Juglans regia L., tendo verificado que a maioria dos primers 
utilizados (72) produziram padrões de amplificação com informação útil. Os 
resultados obtidos produziram um fingerprint único para cada um dos 19 
genótipos em estudo. Na análise de cluster foram separados em 2 grupos 
principais. Os genótipos com progenitores comuns tendem a agrupar-se entre 
si, assim como com pelo menos um dos progenitores. Concluíram que os 
marcadores RAPD têm capacidade para a diferenciação dos genótipos, mesmo 
entre os que se encontram estreitamente relacionados, desde que 
suficientemente polimórficos.  
 
Abuin et al. (2002) realizaram um estudo de identificação genética de 56 clones 
de Juglans regia L. do noroeste de Espanha através da técnica RAPD. A pré-
triagem de 80 primers realizada com 3 dos genótipos, permitiu a selecção de 
um conjunto de 8 primers, que revelaram polimorfismo e demonstraram 
reprodutibilidade experimental. Do total de bandas obtidas, seleccionaram 14 
(variáveis) como marcadores RAPD. Com base nos dados de similaridade 
realizaram uma análise de componentes principais e construíram um 
dendrograma. Os resultados obtidos revelaram que a variabilidade genética 
observada nos genótipos desta espécie de nogueira não se encontra bem 
estruturada. 
 
3.3.4. AFLP 
 
A Turquia, o 4º maior produtor mundial de nozes, possui mais de 4 milhões de 
nogueiras (Juglans regia L.), a maioria das quais cultivadas a partir de 
sementes e não de enxertos. Esta característica proporciona uma óptima 
oportunidade para a selecção de genótipos superiores, a partir de populações 
naturais, para cultivos futuros e para programas de melhoramento genético. 
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Com vista ao aproveitamento deste potencial, Kafkas et al. (2005), 
desenvolveram um estudo de caracterização e determinação dos 
relacionamentos genéticos entre 21 genótipos de diferentes regiões da Turquia 
com potencial para a produção. Utilizaram marcadores AFLP e SAMPL em 8 
combinações de primers (6 para AFLP e 2 para SAMPL). Obtiveram um total 
de 230 bandas, 50% das quais polimórficas. A técnica SAMPL mostrou-se mais 
eficaz do que a AFLP na separação dos genótipos estreitamente relacionados. 
Ao contrário de outros estudos realizados com cultivares de nogueira, com 
diferentes marcadores moleculares, este utilizou diferentes genótipos, mas 
todos originários do mesmo país, a Turquia. Desta forma, pode ser comparada 
a eficácia das diferentes metodologias utilizadas no estudo da diversidade 
genética.  
Os resultados demonstraram também a utilidade das técnicas AFLP e SAMPL 
em estudos de diversidade genética de germoplasmas, quando comparadas 
com RAPD e ISSR. 
 
Segundo Sutyemez (2006) a técnica AFLP é a que apresenta características 
mais promissoras para a caracterização genética varietal, identificação de 
progenitores e para estudos de diversidade genética, pois gera um elevado 
número de produtos amplificados numa única reacção.  
De acordo com este investigador, entre os estudos realizados com nogueira até 
então, nenhum fez a comparação do nível de polimorfismo e diversidade 
genética de genótipos dicogâmicos e homogâmicos.  
A variabilidade genética entre descendentes de genótipos homogâmicos ou 
dicogâmicos é importante, especialmente quando estes são utilizados como 
semente. Desta forma, o conhecimento da variabilidade genética entre os 
descendentes, assim como entre a árvore materna e os descendentes é um 
ponto crítico para os produtores.  
Neste estudo, o objectivo foi detectar o nível de polimorfismo e a variabilidade 
genética existente entre a árvore materna e seus descendentes em genótipos 
de nogueira dicogâmicos e homogâmicos, através da AFLP. Após o estudo, 
este investigador concluiu que esta técnica molecular pode ser usada com 
sucesso, em nogueiras, para discriminação de genótipos estreitamente 
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relacionados, para determinação dos progenitores de um determinado 
genótipo, em análises de heranças genéticas e em relacionamentos genéticos. 
 
No estudo de Bayazit et al. (2007), o principal objectivo foi identificar a 
variabilidade genética (através da selecção de nogueiras nativas da região do 
Hatay, Turquia) de 22 genótipos de Juglans regia L. adaptados a condições de 
temperatura invernais na região Sudeste Mediterrânica da Turquia, através de 
marcadores moleculares AFLP. 
Os resultados da análise com AFLP nos 22 genótipos demonstraram uma 
baixa diversidade genética entre estes. Os dados obtidos separaram as 
variedades de nogueira em dois grupos principais, sem significado conhecido. 
Estes resultados não são inesperados, uma vez que os genótipos utilizados 
foram seleccionados de populações naturais de nogueiras confinadas a uma 
região geográfica no interior da Turquia. Estes resultados são relevantes, não 
apenas para futuros estudos de melhoramento genético, mas também para 
programas que tenham como objectivo conservar os recursos genéticos de 
nogueira. Após caracterização genética, estes recursos podem ser importantes 
tanto para a propagação clonal directa como para enxertos. 
 
3.3.5. ISSR 
 
Em 2002, Potter et al. publicaram um trabalho que testava a utilidade dos 
marcadores ISSR na identificação de Juglans regia L. e comparava os 
resultados com outros baseados em marcadores moleculares. 
Foram testadas 4 cultivares desta espécie com 47 primers ISSR. 
Seleccionaram-se 8 primers que geraram dados mais informativos e 
reprodutíveis. Em seguida analisaram dois indivíduos de cada uma de 48 
cultivares com estes 8 primers. Obtiveram 54 bandas que foram classificadas, 
em cada cultivar, como presentes/ausentes. Destas bandas, 31 mostraram-se 
polimórficas em todas as cultivares. Os dados obtidos com os 8 primers ISSR 
seleccionados forneceram um fingerprint único para cada cultivar testada. 
Quinze cultivares foram distinguidas de todas as outras com apenas 1 primer; 
31 cultivares com um mínimo de 2 primers e 2 requereram 3 primers. No 
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dendrograma construído, alguns dos agrupamentos corresponderam a grupos 
genealógicos directamente relacionados, de acordo com pedigrees conhecidos. 
Outros agrupamentos incluiram acessions de origem genética diversa assim 
como de origem geográfica diferente. Estes resultados podem ser atribuídos, 
por um lado, às limitações do método ISSR na aferição dos relacionamentos 
genéticos, e por outro, à complexa história do desenvolvimento da nogueira, o 
que envolve a troca extensiva e o cultivo de germoplasma de diferentes regiões 
geográficas. 
 
Para preservar e melhorar o germoplasma italiano de nogueira Juglans regia 
L., Pollegioni et al. (2003) testaram marcadores moleculares ISSR em 4 
cultivares italianas, 2 do Norte (Bleggiana e Feltrina) e 2 do Sul (Malizia e 
Sorrento), para avaliação das diferenças de perfis. 
Nove primers geraram 115 marcadores ISSR polimórficos. As relações 
genéticas intra e intercultivares foram avaliadas por análise multivariada e por 
dendrogramas UPGMA. Encontraram uma clara diferença entre as cultivares 
do Norte e as do Sul, assim como entre as cultivares do Norte. Pelo contrário, 
observaram uma elevada similaridade genética entre as cultivares do Sul, 
Sorrento e Malizia, sugerindo que a última tenha derivado da primeira. 
 
3.3.6. Microssatélites (SSR) 
 
Os trabalhos de Foroni et al. (2005a), foram pioneiros na aplicação da 
metodologia SSR às cultivares de nogueira. Nesse estudo foram utilizados 9 
microssatélites (WGA4, WGA33, WGA80, WGA147, WGA148, WGA204, 
WGA221, WGA256 e WGA 275), originalmente isolados em Juglans nigra L., 
para a caracterização de 6 cultivares de Juglans regia L. (Malizia, Blegiana, 
Parisienne, Franquette, Serr e Hartley). Os marcadores SSR utilizados 
amplificaram um total de 43 alelos. O número de alelos por locus variou entre 4 
e 8 e o tamanho molecular entre 130 e 296 pb. É de notar que foi detectado um 
número elevado de alelos privados (alelos específicos da variedade) neste 
estudo, o que contribui para a determinação de um genótipo único para todas 
as cultivares analisadas. Ainda mais interessante, é o facto de que um único 
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locus SSR foi capaz de identificar todas as cultivares incluídas no estudo. Os 
resultados obtidos confirmaram a capacidade dos microssatélites na distinção 
de cultivares de Juglans regia L. utilizando primers SSR isolados em Juglans 
nigra L.. 
 
No estudo de Dangl et al. (2005) foram testados 147 pares de primers, 
originalmente desenhados para amplificar microssatélites em Juglans nigra L., 
visando avaliar a sua aplicação em Juglans regia L.. O objectivo deste trabalho 
foi identificar marcadores moleculares SSR para caracterização de certas 
colecções norte-americanas de germoplasma de nogueira com os 
microssatélites identificados em Juglans nigra L.. Foram seleccionados os 14 
melhores loci para análise de um grupo de 47 acessions de Juglans regia L. e 
uma de Juglans hindsii J.. Entre as 48 cultivares, as que apresentaram perfis 
idênticos foram sugeridas como sinonímias. Após análise do dendrograma, os 
resultados foram concordantes com o descrito acerca do pedigree e/ou origem 
dos genótipos. 
 
Citando Foroni et al. (2005b), a cultivar “Sorrento” da espécie Juglans regia L., 
é a nogueira com maior importância em Itália. É cultivada na região da 
Campânia, pela qualidade da madeira e nozes produzidas. “Sorrento” é uma 
mistura genética heterogénea utilizada por razões comerciais, nomeadamente 
o tamanho das nozes e a sua produtividade. Consequentemente, a descrição 
morfológica e genética da cultivar “Sorrento” é extremamente difícil, sendo 
importante desenvolver marcadores de ADN para controlar a diversidade 
genética entre as nogueiras desta variedade. O objectivo do estudo referido foi 
determinar e comparar a diversidade genética, através de marcadores SSR, 
dos genótipos “Sorrento” semeados e propagados vegetativamente. 
Para clarificar a variabilidade genética destas nogueiras, os autores analisaram 
10 plantas originárias de sementes de “Sorrento” e 6 clones enxertados, 
comparando-os com outras cultivares (6) através de marcadores SSR. Os 
primers derivados de Juglans nigra L., amplificaram alelos em 6 loci SSR em 
Juglans regia L.. Foram detectados 33 alelos, 9 dos quais únicos para cada 
genótipo. Dois dos loci, WGA5 e WGA27, foram particularmente úteis na 
distinção das cultivares. A análise de cluster clarificou a grande distância 
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relativa existente entre a maioria das nogueiras “Sorrento” e alguns dos 
genótipos designados como “Sorrento”. Apesar da diversidade genética 
encontrada entre as plantas semeadas e as propagadas vegetativamente, as 
nogueiras “Sorrento” conseguem ser distinguidas de outras variedades de 
nogueira. Estes dados representaram um ponto de partida para a 
caracterização da grande variedade genética entre as nogueiras “Sorrento”. 
 
Foroni et al. (2007) prosseguiram o estudo com a cultivar “Sorrento” (originária 
da Península de Sorrento, mas actualmente a crescer em toda a região de 
Campânia). Para avaliarem a diversidade da cultivar “Sorrento”, analisaram 16 
indivíduos cultivados na região de Caserta (10 originados de sementes e 6 
enxertos) e 26 clones enxertados da mesma variedade, cultivados na península 
de Sorrento, Itália. Compararam todos estes genótipos com outras cultivares 
(6) de nogueira através de 12 marcadores moleculares SSR. Detectaram um 
total de 66 alelos, 16 dos quais únicos para um indivíduo. Dois dos loci 
utilizados, WGA9 e WGA71, demonstraram particular importância na distinção 
entre as amostras obtidas em Caserta e os clones da península de Sorrento. A 
análise de resultados confirmou a distância genética entre os grupos da 
península de Sorrento e os de Caserta, colocando as amostras em dois 
clusters ou populações diferentes, as quais correspondem muito 
proximamente, mas não perfeitamente, a cada origem geográfica. A 
designação “nogueira de Sorrento” não pode ser atribuída às amostras que se 
localizam exteriormente aos dois clusters genotípicos, mesmo que 
tradicionalmente os seus fenótipos sejam associados à “nogueira de Sorrento”. 
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3.4. Avaliação da autenticidade de alimentos por métodos moleculares SSR  
 
Actualmente, a autenticidade alimentar é um tema de grande preocupação para 
as autoridades alimentares. Como é sabido, uma incorrecta rotulagem dos 
produtos pode ter consequências negativas na saúde do consumidor ou 
representar uma fraude comercial. Assim sendo, é fundamental garantir que 
espécies de elevado valor comercial não sejam substituídas parcial ou 
totalmente por outras de valor inferior. A incorrecta rotulagem pode também ter 
implicações na saúde pública, especialmente para os consumidores com 
sensibilidade a produtos potencialmente alergénicos. Também os motivos 
éticos ou religiosos de alguns consumidores, com restrições alimentares 
relativamente a determinadas espécies, devem ser considerados. Assim, a 
necessidade de identificar diferentes espécies em géneros alimentícios é um 
aspecto crucial [Lockley e Bardsley, 2000; Cheftel, 2005 e Mafra et al., 2008a].  
 
De uma ou outra forma, a fraude dos produtos alimentares tem acompanhado 
as trocas comerciais desde há muitos séculos. Hoje em dia, os produtos 
fraudulentamente rotulados são uma realidade num mercado global tão vasto e 
diversificado. Assim, a protecção do consumidor é uma imposição da maior 
urgência. A diferenciação da origem das espécies nas matérias-primas não 
processadas, para posterior utilização em preparações industriais, ou a 
detecção da presença de espécies estranhas nos produtos acabados, revela-
se de extrema importância na garantia da lealdade das trocas comerciais e dos 
direitos do consumidor [Faria e Ferreira, 1999]. 
 
Nos países desenvolvidos, a informação que deve ser fornecida aos 
consumidores é consagrada nas leis que os regem. Desta forma, os alimentos 
disponibilizados devem estar conforme o descrito na rotulagem, ou seja, devem 
ser autênticos [Wolfe e Primrose, 2004]. As leis que regulamentam a rotulagem têm 
como objectivo primordial garantir a correcta descrição de um produto. Desta 
forma, tanto os consumidores como os produtores são protegidos, pois este 
facto protege o consumidor de comprar um produto de qualidade inferior com 
uma descrição fraudulenta e protege o produtor de uma concorrência desleal 
[Dennis, 1996, 1998]
. 
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Qual, então, o significado de autenticidade alimentar? A palavra “autêntico” é 
geralmente definida como “fiável, de confiança, de origem indiscutível, 
genuíno”. Como os géneros alimentícios são normalmente de origem animal ou 
vegetal, a identificação fiável das espécies é a maior prioridade na 
autenticidade alimentar e deve basear-se, de preferência, em parâmetros que 
não sofram grande alteração durante o processamento alimentar [Lüthy, 1999]. 
Existem muitas formas através das quais os alimentos podem ser alterados: 
substituição de um ingrediente por outro similar menos dispendioso; 
adulteração com adição de um ingrediente base como a água; omissão de 
determinados processos a que os alimentos foram sujeitos (como por exemplo 
a congelação ou irradiação prévia) ou então a declaração em excesso de um 
determinado ingrediente. Alguns exemplos de alimentos de alta qualidade que 
são substituídos por outros de qualidade inferior são o arroz Basmati, o azeite 
virgem e o atum [Wolfe e Primrose, 2004].  
 
Assim, conforme se pode depreender, têm sido desenvolvidas diversas 
técnicas químicas e bioquímicas para determinação da autenticidade dos 
alimentos. São requeridas, cada vez mais, técnicas analíticas altamente 
sofisticadas, dado que os adulteradores utilizam processos também cada vez 
mais sofisticados. As principais técnicas que nos últimos 20 anos são aplicadas 
com sucesso são a espectroscopia (UV-Visível, NIR, MIR e Raman), as 
análises isotópicas, a cromatografia (HPLC, HRGC), o nariz electrónico, a 
técnica ELISA, as análises térmicas e os métodos baseados na análise de 
ADN, particularmente a técnica de PCR [Reid et al., 2006]. Estes últimos têm 
adquirido uma importância cada vez maior pela alta resistência da molécula de 
ADN à degradação. Por exemplo, os imunoensaios, são adequados para 
análise de alimentos crus, mas em alimentos cozinhados ou muito processados 
perdem o seu poder discriminante. Além disso, a nível químico, muitas técnicas 
não conseguem distinguir facilmente materiais directamente relacionados. É o 
caso do azeite e do óleo de avelã. São quimicamente similares, logo os 
métodos analíticos usuais dificilmente detectam esta adulteração [Wolfe e Primrose, 
2004]
.  
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O desenvolvimento da reacção de PCR e a sua aplicação à análise de 
alimentos permitiu o desenvolvimento de metodologias com elevada 
sensibilidade, especificidade e simplicidade. A análise de ADN possui um 
elevado poder discriminatório, sendo a definição de variedade ou espécie 
dependente da sequência de ADN do genoma que contém regiões altamente 
variáveis. Para além disso, o ADN, quando comparado com outros marcadores, 
é mais resistente à destruição durante o processamento dos alimentos, 
nomeadamente a esterilização e outros processos de confecção [Wolfe e Primrose, 
2004 e Faria e Ferreira, 1999]
. Os ácidos nucleicos dos alimentos, apesar de não 
apresentarem valor nutricional relevante, são característicos de cada um dos 
componentes biológicos presentes. O ADN é uma molécula extremamente 
estável e resistente, no entanto, para que possa ser utilizado como um 
marcador de autenticidade, a sua integridade nos alimentos deve manter-se, 
pelo menos parcialmente, para que se consigam obter extractos com 
viabilidade para a reacção de PCR. 
A qualidade do ADN extraído está relacionada com a sua massa molecular, 
expressa em pares de bases (pb), ou seja, o comprimento da dupla cadeia 
polinucleotídica [Meyer e Candrian, 1996]. Embora a fragmentação do ADN seja 
inevitável durante o processamento dos alimentos, quando o tamanho médio 
dos fragmentos extraídos é superior ao do fragmento alvo, a possibilidade de 
amplificação mantém-se. A alta especificidade da reacção de PCR, devida à 
utilização de sequências iniciadoras de tamanho superior a 20 pb, aliada ao 
poder de amplificação (teoricamente uma só molécula de ADN pode ser 
amplificada) permite, nos alimentos, diferenciar espécies constituintes, detectar 
a presença de contaminantes biológicos e detectar alimentos transgénicos. As 
dificuldades na detecção de um componente, de uma contaminação do 
processo de fabrico ou da presença de um componente não desejável (mistura 
complexa processada por um determinado tratamento industrial) facilitam a 
fraude. No entanto, aliando a sensibilidade da reacção à especificidade 
controlada de sequências iniciadoras que apenas encontram 
complementaridade numa determinada espécie, a detecção de contaminantes 
presentes em pequenas quantidades torna-se viável pela técnica de PCR [Faria e 
Ferreira, 1999 e Mafra et al., 2008a]
. 
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Nos últimos anos, o aumento da investigação relacionada com a autenticidade 
alimentar deve-se, em parte, a questões de saúde pública, nomeadamente a 
crise da BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy) [Lockley e Bardsley, 2000]. A 
autenticação de espécies e cultivares em produtos comerciais edíveis tem tido 
cada vez mais expressão através da aplicação crescente das técnicas 
baseadas na análise de ADN [Melchiade et al., 2007], mais concretamente a técnica de 
PCR. Esta técnica tem sido aplicada maioritariamente em estudos de 
autenticidade de carnes, produtos com carne na sua composição e em peixe 
[Reid et al., 2006 e Mafra et al., 2008a]
. Alguns produtos vegetais também têm sido alvo de 
estudo. Em geral, estes produtos causam mais problemas devido à presença 
de algumas substâncias inibidoras das enzimas polimerizadoras de ADN.  
 
Muitos dos estudos desenvolvidos na área alimentar, caso de cultivares de 
trigo, arroz e vinha, foram orientados para a rentabilidade económica da 
produção, renegando para segundo plano a identificação das espécies. Para 
colmatar esta lacuna, o polimorfismo dos microssatélites começou a ser 
aplicado na referida identificação varietal.  
Um número variado de repetições di e trinucleotídicas, difundidas pelo genoma, 
são amplificadas através da reacção de PCR e detectadas por electroforese de 
acordo com o tamanho dos fragmentos [Lockley e Bardsley, 2000]. Entre os marcadores 
moleculares correntemente aplicados, os microssatélites têm a vantagem de 
ser altamente informativos e específicos de cada espécie. Correntemente, são 
os marcadores de eleição para testes de paternidade e para estudos forenses. 
Contudo, a sua utilização em biotecnologia alimentar é limitada devido aos 
elevados custos do seu desenvolvimento e à morosidade na obtenção de 
resultados [Melchiade et al., 2007]. 
 
Para além dos estudos referidos com cultivares de trigo, arroz e vinha, têm sido 
desenvolvidos outros ao nível da autenticidade alimentar, nomeadamente com 
cultivares de batata, peixe, sumos de fruta, carnes, massa, vinho e azeite, 
através de variados marcadores moleculares, entre eles os microssatélites ou 
SSR [Popping, 2002]. O elevado nível de polimorfismo dos SSR tem sido explorado 
para diferenciação de cultivares e análise da diversidade genética em diversas 
espécies edíveis. Quando comparados com outros marcadores moleculares, 
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como AFLP e RAPD, os SSR apresentam normalmente uma especificidade e 
grau de confiança superiores [Pasqualone et al., 2007]. 
 
3.4.1. Estudos realizados com marcadores moleculares SSR para avaliação 
da autenticidade de alimentos 
 
De acordo com o estudo desenvolvido por Pasqualone et al. (2007) acerca da 
autenticidade do azeite “Collina di Brindisi”, um azeite virgem extra, italiano, 
com categoria DOP (Denominação de Origem Protegida), a conformidade com 
os regulamentos em vigor é uma realidade. Os requisitos varietais para a 
produção deste azeite exigem a sua preparação com uma percentagem 
mínima de 70% da cultivar Ogliarola. O objectivo do trabalho foi avaliar a 
eficácia da análise SSR na verificação da identidade da cultivar no referido 
azeite. A análise de 7 microssatélites clarificou o facto de que o nome genérico 
Ogliarola, corresponde efectivamente à cultivar Ogliarola salentina. 
Constataram também, através dos resultados obtidos, que a análise de um 
número reduzido de microssatélites permite a identificação desta cultivar 
Ogliarola salentina no referido azeite DOP.   
 
Faria et al. (2000), apresentaram os marcadores moleculares microssatélites, 
SSR, como técnica para autenticação dos mostos de Vitis vinifera. Analisaram, 
com base em 4 loci, as folhas das cultivares de vinho do Porto com maior 
impacte comercial (Tinta Roriz, Tinto Cão, Touriga Francesa, Touriga Nacional 
e Tinta Barroca). Os 5 mostos destas cultivares, assim como as 26 misturas de 
mostos (resultantes de combinações das 5 variedades) foram também 
analisadas para os 4 loci. Concluíram que não existiam diferenças entre os 
perfis das folhas e a dos mostos correspondentes a cada variedade, e que 
todas as combinações de mostos apresentavam os perfis de bandas 
esperados. Para além deste facto, entre as 26 misturas de mostos 
apresentadas, 8 foram discriminadas com os 4 loci utilizados. Concluíram 
também que a análise de ADN com microssatélites é uma técnica objectiva, 
fiável e com potencial para a caracterização da vinha, tendo sido aplicada com 
sucesso na autenticação de mostos mono e multivarietais. 
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Melchiade et al. (2007) descreveram um trabalho de autenticação genética de 
cultivares de maçã protegidas, “Annurca” e “Annurca Rossa del Sud” e de 
produtos derivados altamente processados, néctar e puré. O objectivo do 
trabalho foi identificar um número reduzido de marcadores SSR capazes de as 
distinguir de outras variedades e testar a sua aplicabilidade e valor no 
reconhecimento inequívoco da presença das referidas cultivares na cadeia 
agro-alimentar. Após demonstração de que os 4 loci seleccionados eram 
capazes de as discriminar de outras cultivares, a análise estendeu-se aos 
produtos processados para confirmação da sua aplicabilidade. Estas matrizes 
complexas, foram analisadas com sucesso através dos 4 loci seleccionados, 
demonstrando a robustez, reprodutibilidade e fiabilidade destes marcadores 
para detectar e confirmar inequivocamente a presença de “Annurca” como um 
ingrediente presente nos derivados de maçã analisados. Desta forma, 
ilustraram que os SSR podem ser os marcadores de referência, não apenas 
para a caracterização desta espécie, mas também para aplicação em 
autenticidade alimentar. 
 
No estudo de Pasqualone et al. (1999) foi descrito que na indústria de massas 
alimentícias, a sêmola obtida a partir de cultivares de trigo Triticum turgidum 
var. durum L. é essencial por apresentar um elevado valor tecnológico, ou seja, 
rica em proteínas e conter glúten de elevada qualidade. Para se manter 
inalterado o valor da referida sêmola, não são permitidas misturas com 
cultivares de qualidade inferior. De modo a evitar a possível mistura de 
sementes, substituição nas transacções comerciais e para assegurar as 
inspecções durante a moagem, tornou-se necessário criar novos sistemas de 
identificação desta espécie de trigo. 
Desta forma, e de acordo com as vantagens dos marcadores microssatélites 
referidas anteriormente, estes investigadores utilizaram-nos para identificar 20 
cultivares italianas de trigo Triticum turgidum var. durum L. Testaram um total 
de 15 loci nas folhas, sementes e sêmolas. Após o estudo, identificaram 5 SSR 
que consideraram suficientes para diferenciar as cultivares de trigo 
examinadas. Concluíram que este método é directamente aplicável a sementes 
e sêmola e que é conveniente para a detecção de sementes do mesmo lote. 
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Pode ser particularmente útil na resolução de casos que envolvam a 
identificação de cultivares directamente relacionadas. 
Como todas as metodologias moleculares, este método representa uma 
ferramenta muito importante no reconhecimento e diferenciação de variedades, 
como complemento aos métodos clássicos.  
 
Os marcadores SSR, assim como outras metodologias moleculares, são um 
complemento essencial aos métodos clássicos para reconhecimento e 
diferenciação de variedades. 
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4. Caracterização molecular de Juglans regia L. 
4.1. Introdução 
 
Apesar das listagens oficiais onde constam duas das três variedades 
portuguesas de nogueira estudadas (Arco e Rego), o estudo das relações 
genéticas entre estas cultivares, a procura de casos de sinonímia ou 
homonímia nas várias populações, assim como o enquadramento genético 
destas variedades portuguesas no panorama internacional ainda não foi 
concretizado. Neste contexto, a avaliação objectiva, através de marcadores 
moleculares, da identidade e das relações genéticas entre as variedades 
portuguesas (Arco, Rego e Samil) e as internacionais afigura-se bastante 
importante e foi um objectivo deste trabalho. 
Para além da caracterização molecular de três variedades de nogueira 
portuguesas, visou-se também construir uma base de dados de perfis 
genéticos de todas as cultivares estudadas e proceder simultaneamente à sua 
caracterização genética através da avaliação de relações genéticas entre elas.  
 
As cultivares de nogueira mais utilizadas em Portugal são as portuguesas 
(Rego e Arco), as de origem americana (Hartley, Serr, Amigo e Chandler) e as 
francesas (Franquette e Lara), todas com o miolo qualificado entre médio e 
muito bom. A cultivar Lara permite performances superiores às da Franquette, 
própria das regiões quentes. Contudo, pelo facto de ser mais precoce, é 
afectada pela geada. Para ultrapassar estes inconvenientes, surgiu a cultivar 
Fernor, resultante do cruzamento de ambas, recomendada para substituir esta 
cultivar onde sejam normais geadas tardias. 
No Alentejo, as principais variedades de noz são a Chandler e Hartley 
(americanas) e a Franquette e Lara (francesas). Em Trás-os-Montes, a 
produção de noz assenta nas cultivares Franquette e Lara. Na Beira Litoral, os 
pomares existentes são constituídos pelas cultivares Franquette e Mayette e 
em menor escala, Lara e Fernor [M.A.D.R.P., 2007].  
No Quadro 4.1 descrevem-se sucintamente determinadas características de 
algumas cultivares utilizadas neste estudo. 
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Quadro 4.1 - Características de algumas das principais cultivares de nogueira incluídas no estudo que se 
apresenta. Adaptado de M.A.D.R.P., 2007. 
 
Cultivares Vigor Precocidade (anos) Valor do miolo pela 
extracção e qualidade 
Amigo Fraco 2-3 Muito bom 
Arco Médio 3-4 Médio 
Franquette Forte 5-7 Muito bom 
Hartley Médio 3-4 Bom 
Meylannaise Forte 5-6 Médio-Bom 
Rego Fraco 2-3 Médio-Bom 
Serr Forte 3-5 Bom 
 
 
Em Portugal, existem duas colecções de germoplasma de nogueira 
pertencentes ao Ministério da Agricultura do Desenvolvimento Rural e das 
Pescas. Estas colecções localizam-se na Estação Nacional de Fruticultura 
Vieira Natividade, concelho de Alcobaça e no Centro Experimental do Mucate, 
concelho de Soure.  
 
A opção de caracterização genética das três variedades portuguesas, através 
de marcadores moleculares SSR, deveu-se ao facto de ainda não terem sido 
caracterizadas geneticamente por este método, permitindo desta forma avaliar 
o património genético nacional, as suas qualidades e de que forma podem 
contribuir para os germoplasmas portugueses, através da sua correcta 
identificação e caracterização para aplicações futuras.  
 
Os marcadores moleculares SSR foram os seleccionados pela sua precisão e 
reprodutibilidade, pela capacidade de distinção de cultivares fortemente 
relacionadas e porque disponibilizam um sistema mais poderoso e fiável na 
caracterização molecular de germoplasma de nogueira, relativamente a 
sistemas moleculares anteriormente utilizados [Dangl et al., 2005; Potter et al., 2002]. 
 
Este estudo genético realizado com marcadores moleculares de ADN poderá 
demonstrar em aplicações futuras extrema importância, uma vez que pode 
contribuir para a definição de certas lacunas existentes no germoplasma 
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nacional (através da confirmação da identidade e caracterização de 
determinados genótipos, assim como da avaliação de possíveis redundâncias e 
da propagação de erros dentro das colecções), para programas agrícolas, para 
programas de melhoramento genético, para a indústria e para o esclarecimento 
da diversidade genética de determinadas colecções de germoplasma [Dangl, et al., 
2005]
. 
4.2. Amostras 
 
Para a realização deste trabalho utilizaram-se 22 cultivares, três (3) cultivares 
portuguesas e dezanove (19) cultivares de diferentes origens. No Quadro 4.2 
estão listadas as 22 cultivares. 
 
Quadro 4.2 - Cultivares portuguesas e internacionais seleccionadas para o presente estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abreviatura Nome comum País de origem 
AM Amigo EUA 
AR Arco Portugal 
CD Chandler EUA 
CH Chico EUA 
FT Fernette França 
FN Fernor França 
FR Franquette França 
HA Hartley EUA 
IN Incógnita - 
LA Lara França 
MA Mayette França 
ME Meylannaise França 
PS Parisienne França 
PA Payne EUA 
PE Pedro EUA 
RE Rego Portugal 
RM Ronde de Montignac França 
SA Samil Portugal 
SE Serr EUA 
TH Theama EUA 
TR Trinta EUA 
VI Vina EUA 
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Segundo os dados da FAO, 2003, as principais cultivares mundiais de Juglans 
regia L. são: Amigo; Chandler; Chico; Fernette; Fernor; Franquette; Hartley; 
Lara; Mayette; Meylannaise; Parisienne; Payne; Pedro; Rego; Ronde de 
Montignac; Serr; Tehama; Trinta e Vina, todas incluídas neste estudo. 
 
4.3. Colheita e conservação das amostras  
 
As amostras foram colhidas em Junho de 2007, maioritariamente no Centro 
Experimental do Mucate, Soure, e em menor número (Samil e Ronde de 
Montignac) na Estação Nacional de Fruticultura Vieira Natividade, Alcobaça, 
por técnicos do Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e das 
Pescas. 
 
O processo de colheita das amostras (folhas jovens das nogueiras) não 
requereu cuidados especiais, para além da garantia da identificação inequívoca 
da planta e da necessidade de colheita de folhas jovens, facto que contribuiu 
para a obtenção de bons extractos de ADN. 
 
A colheita das amostras decorreu de acordo com o procedimento que se 
descreve. Três a quatro folhas jovens foram colocadas em tubos rolhados de 
plástico, com capacidade de 50 ml, com cerca de 30 g de gel de sílica isento de 
cloreto de cobalto, com indicador de humidade. Optou-se por um método de 
conservação facilmente transportável para o campo. De entre os métodos de 
conservação, optou-se pela utilização do método de Chase e Hills (1991) 
baseado na capacidade exsicante do gel de sílica. Este reagente foi 
anteriormente utilizado por botânicos em estudos morfológicos, para 
conservação de amostras sujeitas posteriormente a processos de extracção de 
ADN. Após o estudo realizado, os autores concluíram que a utilização de gel de 
sílica é apropriada, devido à sua razoável capacidade exsicante (30% do seu 
peso). Esta escolha deveu-se, essencialmente, ao facto das amostras assim 
conservadas poderem ser sujeitas a qualquer processo extractivo.  
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Vinte e quatro horas após a colheita, as folhas estavam completamente 
desidratadas, pela avaliação da sua friabilidade, tendo sido conservadas a -
20ºC até ao momento da análise.  
 
4.4. Extracção de ADN 
 
O processo de extracção dos ácidos nucleicos e a sua purificação são passos 
fundamentais para o estudo do genoma, designadamente para a sua 
caracterização através de marcadores moleculares. Este facto é mais relevante 
quando se trata de organismos com tecidos de constituição considerada 
complexa, como é o caso das plantas. Trata-se de tecidos extremamente ricos 
em metabolitos, a sua maioria interferentes nos processos extractivos em 
questão [Faria, 2005].  
Nas plantas existem, essencialmente, três tipos de substâncias capazes de 
inviabilizar reacções enzimáticas em extractos de ADN [Jobes et al., 1995]: os 
polissacarídeos (de difícil separação do extracto de ADN devido à sua grande 
viscosidade e adesividade à molécula); os polifenóis; alguns compostos 
terpénicos (capazes de se ligarem irreversivelmente às cadeias dos ácidos 
nucleicos) e o ARN (que diminui a eficiência e aumenta os erros de hibridação 
dos primers [Pikaart e Villeponteau, 1993]. 
A qualidade de um extracto de ADN é avaliada por três parâmetros: quantidade 
de ADN extraída; tamanho médio dos fragmentos de ADN (quanto maior for o 
fragmento, a menos agressões foi sujeita a amostra ou extracto) e pureza do 
extracto [Faria, 2005]. 
 
Todas as amostras foram previamente homogeneizadas com auxílio de azoto 
líquido. O tampão de extracção usado no processo foi o descrito por Doyle e 
Doyle (1990), constituído por: 2% de CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamónio), 
NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCl 100 mM e 2% de 2-mercaptoetanol, a pH 
8. O mecaptoetanol foi adicionado imediatamente antes da sua utilização. 
As amostras foram submetidas, em duplicado, ao processo de extracção 
descrito no Quadro 4.3.  
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Quadro 4.3 - Processo de extracção aplicado, baseado na utilização de CTAB. 
 
 
1. Pesar 20 mg de cada amostra e colocá-la no respectivo microtubo 
2. Adicionar 600 µL de tampão de extracção a cada microtubo 
3. Agitar os microtubos vigorosamente até obter uma homogeneização completa. Colocar 
os microtubos no suporte flutuador. 
4. Incubar a 65 ºC em banho-maria, durante 1 hora, agitando os flutuadores com os 
microtubos de 10 em 10 min.  
5. Adicionar 600 µL da mistura clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) a -20 ºC a cada 
microtubo. Agitar durante 5 min. Armazenar a -20 ºC durante 30 min. 
6. Centrifugar em centrífuga refrigerada a 4ºC, a 3500 rpm (≈ 1500g) durante 5 min. 
7. Transferir o sobrenadante para o novo microtubo, usando pontas cortadas e com o 
maior cuidado (perigo de partir o ADN). 
8. Repetir os passos 6, 7 e 8. 
9. Adicionar 350 µL (0,7 vol.) de isopropanol a -20 ºC. Colocar os microtubos no suporte 
flutuador. Homogenizar cuidadosamente. Incubar durante 1 hora a -20ºC. 
10. Centrifugar na centrífuga refrigerada a 4ºC, a 12 000 rpm (≈ 18 000 g), durante 15 min. 
Manter os microtubos em gelo depois da centrifugação. 
11. Decantar o isopropanol com cuidado para não perder o pellet (ADN - parte sólida). Não 
inverter os tubos. 
12. Adicionar 300 µL de (1 x TE) à temperatura ambiente e ressuspender o pellet com 
agitação suave. 
13. Adicionar a cada microtubo 0,75 µL da solução de RNase a 10 mg/mL, correspondente 
à concentração final de 25 µL/mL na amostra. Incubar a 37 ºC durante 30 min. 
14. Adicionar 150 µL (0,5 vol.) de NaCl 5M e 900 ml de etanol absoluto a -20 ºC. 
Homogeneizar com cuidado. Incubar durante 30 min. a -20 ºC. Manter os microtubos 
em gelo depois de serem retirados de -20 ºC. 
15. Centrifugar na centrífuga refrigerada a 4ºC, a 12 000 rpm (≈ 18 000 g), durante 15 min. 
Manter os microtubos em gelo depois da centrifugação. 
16. Decantar o etanol sem inverter os microtubos. 
17. Lavar o pellet duas vezes com 100 µl de etanol 70% a 4 ºC. 
18. Redissolver o pellet em 50 µL de (0,1 x TE), agitando suavemente.  
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Conforme já foi referido, o ADN total foi extraído a partir de folhas jovens 
previamente desidratadas. Avaliou-se a qualidade do ADN extraído em gel de 
agarose 0,8%, corado com brometo de etídio (4 µg/ml), descorado com água 
destilada e visualizado sob luz ultravioleta. Este procedimento permitiu 
visualizar a fragmentação, quantidade e pureza dos extractos, bem como 
seleccionar as melhores amostras para amplificar. A extracção da amostra era 
repetida sempre que a pureza, a fragmentação ou a quantidade de ADN não 
eram as adequadas. Após extracção, foram seleccionados os melhores 
extractos e diluídos numa proporção de 1:10 e 1:20. 
 
4.5. Amplificação 
 
A preparação da reacção de PCR deve ser executada de modo a evitar a 
contaminação das amostras, quer cruzada quer com ADN de amostras 
estranhas. Para tal, este procedimento era executado numa câmara de UV, 
numa sala separada do local de extracção do ADN. Antes da preparação da 
reacção todo o material foi exposto a radiação UV (256 nm), durante 
aproximadamente 30 min. 
 
4.5.1. Primers seleccionados 
 
No Quadro 4.4 listam-se os 10 loci e sequências dos respectivos primers, 
seleccionados para o presente trabalho. O critério para a selecção dos loci a 
estudar baseou-se no número de alelos e na heterozigosidade descrita em 
diferentes trabalhos, bem como na capacidade dos marcadores originarem géis 
de acrilamida limpos e de fácil leitura. 
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Quadro 4.4 - Primers de loci de microssatélites de Juglans regia L. 
 
Locus Sequência dos primers (5’-3’) Tamanho dos alelos 
(pbs) 
Tipo de repetição Heterozigosidade 
esperada 
WGA 1 ATTGGAAGGGAAGGGAAATG(a) 
CGCGCACATACGTAAATCAC 
181-195 (c) (AG)13(f) 0,57(a) 
WGA 32 CTCGGTAAGCCACACCAATT (b) 
ACGGGCAGTGTATGCATGTA 
120-196 (c) (TC)3CG(TC)19(e) 0,65(d) 
WGA 69 TTAGTTAGCAAACCCACCCG(a) 
AGATGCACAGACCAACCCTC 
162-182(c) (AG)4N6(AG)17(e) 0,57(a) 
WGA 71 ACCCGAGAGATTTCTGGGAT(c) 
GGACCCAGCTCCTCTTCTCT 
136-210(c) (GA)6(G)12(b) 0,81(d) 
WGA 118 TGTGCTCTGATCTGCCTCC(a) 
GGGTGGGTGAAAAGTAGCAA 
197-201(c) (CT)14(f) 0,55(a) 
WGA 225 AATCCCTCTCCTGGGCAG(a) 
TGTTCCACTGACCACTTCCA 
190-202(a) (AG)14(f) 0,64(a) 
WGA 276 CTCACTTTCTCGGCTCTTCC(a) 
GGTCTTATGTGGGCAGTCGT 
168-194(c) (CT)30(f) 0,52(a) 
WGA 331 TCCCCCTGAAATCTTCTCCT(a) 
CGGTGGTGTAAGGCAAATG 
273-277(a) (TC)9GG(TC)2(T)5(f) 0,63(a) 
WGA 332 ACGTCGTTCTGCACTCCTCT(a) 
GCCACAGGAACGAGTGCT 
214-225(a) (CT)5G(CT)6(f) 0,52(a) 
WGA 376 GCCCTCAAAGTGATGAACGT(a) 
TCATCCATATTTACCCCTTTCG 
218-254(a) (AG)2AA(AG)6(f) 0,68(a) 
a Dangl et al., 2005; b Woeste et al., 2002; c Foroni et al., 2007; d Foroni et al.,2005b; e Victory et al., 2006, 
 
f NCBI, 2008. 
 
4.5.2. Condições de Amplificação e Programas  
 
Para a reacção de PCR ocorrer devidamente, como foi dito, são necessários os 
seguintes componentes: ADN a amplificar, primer (+) e primer (-), Cloreto de 
Magnésio (MgCl2), desoxinucleótidos (dATP, dGTP, dCTP e dTTP), enzima 
Taq polimerase e um meio tamponado adequado. No Quadro 4.5 estão 
representadas as componentes da reacção de PCR utilizadas.  
 A enzima utilizada foi a Taq polimerase da Promega (Madison, EUA), os 
desoxinucleótidos (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) da Fermentas (Ontário, 
Canadá) e os primers foram adquiridos à Invitrogen (Carlsbad, EUA). 
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Quadro 4.5 - Componentes da reacção de PCR (Master Mix), sua concentração na solução inicial, 
quantidade em 20 µl e concentração na reacção. 
 
Componentes Concentração da Solução inicial Quantidade em 20 µl Concentração na reacção 
Primers + e - 10 pmol/ µl 2 µl 20 pmol 
dNTP’s 2,5 mM/ca. 1,6 µl 200 µM 
Taq Polimerase 5U/ µl 0,2 µl 1U 
MgCl2 25 mM 1,6 µl 2 mM 
Tampão 5X 4 µl 1X 
Água 
- 
q.b.p. 20 µl 
- 
 
Após optimização de diferentes programas de amplificação para aumento da 
especificidade e eficiência da mesma, as reacções de PCR foram realizadas de 
acordo com as condições definidas nos Quadros 4.6 (condições gerais) e 4.7 
(condições para o loci WGA 32).  
No decorrer das várias fases do trabalho foram usados dois termocicladores 
diferentes: um PTC-100 (MJ - Research, Watertown, EUA), ou um i-Cycler (Bio-
rad Laboratories, Hercules, EUA) de acordo com a disponibilidade no 
laboratório. 
 
Quadro 4.6 - Programa de amplificação utilizado para a maioria dos loci analisados. 
 
Ciclo 94ºC 58ºC 72ºC Repetições 
1º Desnaturação inicial 5’ 
- - 
1x 
2º Amplificação 30’’ 1’ 40’’ 30x 
3º Extensão final 
- - 
7’ 1x 
 
 
Quadro 4.7 - Programa de amplificação utilizado para o loci WGA 32. 
 
 
Ciclo 95ºC 94ºC 58 ºC 72ºC Repetições 
1º Desnaturação inicial 5’ 
-  - 
1x 
2º Amplificação - 1’ 1’ 2’ 35x 
3º Extensão final 
- - 
- 10’ 1x 
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4.6. Electroforese - Separação dos Fragmentos Amplificados 
 
Os produtos amplificados pela reacção de PCR foram separados em gel de 
acrilamida desnaturante a 6% (anexo I) e visualizados através da coloração por 
nitrato de prata, baseado no método descrito por Bassam et al. (1991). Este 
gel, utilizado como matriz de separação electroforética de ADN, consegue 
separar fragmentos de ADN que diferem apenas em 1-2 pb.   
 
Após desnaturação, por incubação dos microtubos a 95ºC durante 5 min., 
adicionou-se a cada poço do gel de acrilamida a mistura de 5 µl de produto de 
amplificação com 10 µl de corante de carregamento de acrilamida. A três poços 
alternados de cada gel adicionou-se 1 µl de uma solução de padrão de massa 
molecular 10 pb DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, EUA) preparada pela 
adição de 1 µl de padrão (1 µg/µl) a 5 µl de corante de carregamento de 
acrilamida, para determinação da massa molecular de cada alelo. O processo 
electroforético decorreu durante cerca de 2,5 horas, a uma potência de 60 
Watt. 
 
4.7. Tratamento dos dados 
 
Os dados obtidos na análise de microssatélites foram submetidos a análise 
pelo programa informático IDENTITY 1.0 [Wagner e Sefc, 1999], o que permitiu, para 
cada locus, o cálculo dos seguintes parâmetros: número de alelos, frequência 
dos alelos observada, frequência dos alelos para um intervalo de confiança de 
95%, heterozigozidade esperada e observada, probabilidade dos alelos nulos e 
probabilidade de identidade. Este programa gera ficheiros com as informações 
referidas e também um ficheiro com os dados formatados, de acordo com o 
requerido pelo programa MICROSAT [Minch, 1997]. A partir deste é possível a 
construção de uma matriz de distâncias genéticas entre as cultivares de 
Juglans regia L., baseada no inverso do logaritmo da proporção dos alelos 
partilhados. A matriz gerada foi submetida a tratamento pelo algoritmo 
Neighbor Joining, componente do programa PHYLIP [Felsenstein, 1989]. Este 
programa gera representações gráficas das distâncias introduzidas 
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(dendrogramas) num formato uniformizado e um pouco rudimentar. Para a 
melhoria da representação gráfica, os dados obtidos com o programa anterior 
foram tratados pelo MEGA4 [Tamura et al., 2007], que originou as imagens dos 
dendrogramas apresentados adiante no decorrer do desenvolvimento deste 
item.  
Para o estudo e confirmação das paternidades foi utilizado o programa 
CERVUS 3.0 [Kalinowski et al., 2007].  
 
4.8. Resultados e Discussão 
4.8.1. Extracção de ADN 
 
Como se pode verificar pela figura 4.1, todas as amostras originaram extractos 
de ADN não degradado de elevada massa molecular, visível em gel de agarose 
0,8%, após coloração com brometo de etídio. 
 
 
Figura 4.1 - Gel de agarose 0,8 %. Confirmação de extracção de ADN de 8 amostras estudadas. “L” é o 
padrão de massa molecular - HyperLadder I™. As abreviaturas das variedades encontram-se descritas no 
Quadro 4.2. 
 
Apesar da inclusão no processo extractivo de enzimas do tipo RNase para 
promover a eliminação do ARN, nalgumas amostras é visível a presença desta 
molécula. A presença em grande quantidade de ARN, em extractos genómicos 
tem sido referida como inibidora da reacção de PCR [Pikaart et al., 1993]. 
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Todavia, não foi verificado tal facto nas amostras onde se co-extraiu o ARN, 
provavelmente devido à sua menor concentração, comparativamente com 
extractos não sujeitos à digestão desta molécula durante o processo extractivo. 
 
4.8.2. Amplificação dos Extractos de ADN 
 
Após amplificação dos extractos genómicos, diluídos 1:10, nas condições 
referidas anteriormente, os produtos resultantes foram separados em gel de 
agarose a 2% para verificação da eficiência da amplificação. Foi avaliada a 
intensidade de amplificação e a especificidade da mesma, através da 
determinação da massa molecular dos produtos amplificados. Na figura 4.2, a 
título de exemplo, mostra-se um gel onde se podem visualizar os produtos de 
amplificação para o primer WGA 71. São visíveis bandas únicas de produtos 
amplificados com a massa molecular esperada, demonstrando a especificidade 
da reacção. 
 
 
 
Figura 4.2 - Gel de agarose 2 %. Confirmação da amplificação por PCR do primer WGA 71. “L” é o 
padrão de massa molecular - GeneRuler™ DNA Ladder, Low Range. As abreviaturas das variedades 
encontram-se descritas no Quadro 4.2. 
 
Nos casos em que não se obtinha especificidade de amplificação, procedia-se 
à sua repetição com pequenas adaptações no programa de amplificação, de 
forma a melhorar a especificidade. 
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4.8.3. Caracterização genética das cultivares estudadas através de 
marcadores moleculares SSR 
 
Os produtos amplificados foram separados em gel de acrilamida, de acordo 
com as condições anteriormente referidas. A leitura dos géis obtidos teve como 
padrão um marcador 10 pb DNA Ladder, adaptado à separação em acrilamida, 
e com um curto espaçamento entre bandas (10 pb), o que permite leituras mais 
precisas relativamente à utilização de outro tipo de marcadores. 
 
A leitura dos géis foi efectuada em imagem digital (digitalização dos géis com a 
resolução de 600 dpi) o que permitiu uma leitura mais precisa da massa 
molecular dos alelos devido à possibilidade de ampliação da imagem e 
utilização de réguas conforme exemplo na figura 4.3. Nas figuras 4.3, 4.4 e 4.5 
são apresentados exemplos de imagens digitalizadas para os loci WGA 32, 
WGA 69 e WGA 71. Após leitura dos géis de acrilamida, obtiveram-se os 
genótipos indicados no Quadro 4.8. 
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Figura 4.3 - Imagem digitalizada do gel de acrilamida para o primer WGA 32. Na parte superior da imagem são indicadas as amostras analisadas. 
“L” é o padrão de massa molecular ou Ladder 10 pb. As abreviaturas das variedades encontram-se descritas no Quadro 4.2. 
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Figura 4.4 - Imagem digitalizada do gel de acrilamida para o primer WGA 69. Na parte superior da imagem são indicadas as amostras analisadas. 
“L” é o padrão de massa molecular ou Ladder 10 pb. As abreviaturas das variedades encontram-se descritas no Quadro 4.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caracterização molecular de Juglans regia L. 
63 
Figura 4.5 - Imagem digitalizada do gel de acrilamida para o primer WGA 71. Na parte superior da imagem são indicadas as amostras 
analisadas. “L” é o padrão de massa molecular ou Ladder 10 pb. As abreviaturas das variedades encontram-se descritas no Quadro 4.2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caracterização molecular de Juglans regia L. 
64 
Quadro 4.8 - Genótipo das 22 cultivares estudadas para os dez loci. A massa molecular dos alelos encontra-se em pb. 
 
 
 
 Loci 
Cultivar WGA 1 WGA 32 WGA 69 WGA 71 WGA 118 WGA 225 WGA 276 WGA 331 WGA 332 WGA 376 
Amigo 182  194 166   196 180   184 207   207 186   200 188   196 176   192 274   278 214   220 248   256 
Arco 192  194 196   196 164   164 207   209 198   200 190   196 192   192 274   274 220   225 248   256 
Chandler 194  194 170   196 164   164 207   209 186   200 196   202 192   194 274   276 220   225 248   256 
Chico 192  194 170   196 162   162 207   207 186   198 188   196 192   194 276   278 223   223 248   256 
Fernette 190  192 170   196 164   164 207   207 186   200 196   202 192   192 276   278 220   220 248   256 
Fernor 190  192 170   196 164   180 207   207 200   200 196   202 192   192 274   278 220   220 248   248 
Franquette 192  192 170   170 164   180 207   207 200   200 190   202 192   192 274   278 220   220 248   256 
Hartley 192  192 196   196 164   164 209   209 200   200 196   196 180   192 274   274 220   220 248   256 
Incógnita 182  194 196   196 164   164 207   207 200   200 188   196 178   178 274   278 220   220 256   256 
Lara 192  192 172   196 164   164 207   207 186  200 188   196 192   192 274   274 220   220 248   256 
Mayette 192  192 170   196 164   180 207   209 200   200 190   196 192   192 274   278 220   223 248   256 
Meylannaise 192  192 170   170 164   180 209   209 200   200 190   196 192   192 274   274 220   225 248   256 
Parisienne 192  194 170   196 164   184 209   209 200   200 190   196 192   192 274   274 220   220 248   256 
Payne 194  194 196   196 184   184 207   207 200   200 196   196 192   192 278   278 220   223 248   256 
Pedro 192  194 196   196 164   184 207   209 200   200 196   202 192   192 274   278 220   220 248   256 
Rego 192  192 196   196 164   180 207   207 198   198 190   202 192   192 278   278 220   220 248   256 
Ronde de Montignac 192  192 170   170 164   180 207   207 200   200 190   202 192   192 274   278 220   220 248   256 
Samil 192  194 170   196 164   164 207   207 186   208 190   190 176   192 278   278 220   223 248   256 
Serr 182  194 166   196 180   184 207   207 186   200 196   196 176   192 274   278 214   220 248   256 
Theama 192  194 196   196 184   184 207   207 198   200 190   196 180   192 274   278 220   220 256   256 
Trinta 194  194 170   170 184   184 207   207 200   200 196   196 192   192 274   278 220   220 248   256 
Vina 192  194 170   196 180   184 207   207 200   200 190   196 192   192 274   278 220   220 248   256 
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Os dados obtidos pela análise dos microssatélites foram submetidos a 
diferentes programas informáticos, referidos anteriormente, entre eles o 
PHYLIP [Felsenstein, 1989], onde foram calculados para cada locus, o número de 
alelos detectados nas variedades de nogueira estudadas, a heterozigosidade 
esperada (He) e observada (Ho), a probabilidade de se encontrarem genótipos 
idênticos para cada um e para a combinação de todos os loci (PI), assim como 
a probabilidade dos alelos nulos (r), (Quadro 4.9). 
No Quadro 4.9 encontra-se também descrito, a título comparativo, o número de 
alelos referidos por diferentes autores para alguns loci utilizados neste estudo. 
 
Quadro 4.9 - Parâmetros genéticos para os 10 loci usados nas 22 variedades de Juglans regia L. 
estudadas. 
 
Loci Nº alelos Nº alelos 
Dangl et 
al., 2005 
Nº alelos 
Foroni et 
al., 2007 
He Ho PI r 
WGA 1 4 6 3 0,59 0,55 0,40 0,027 
WGA 32 4 - 4 0,54 0,50 0,47 0,027 
WGA 69 4 7 6 0,64 0,50 0,30 0,087 
WGA 71 2 - 8 0,35 0,18 0,61 0,125 
WGA 118 4 5 3 0,51 0,41 0,37 0,069 
WGA 225 4 3 - 0,65 0,77 0,28 -0,072 
WGA 276 5 8 6 0,36 0,32 0,46 0,028 
WGA 331 3 3 - 0,56 0,64 0,49 -0,050 
WGA 332 4 4 - 0,38 0,36 0,45 0,014 
WGA 376 2 6 - 0,50 0,86 0,62 -0,243 
 
 
      
Média 3,6   0,51 0,51   
PI cumulativa 
 
    2,27x10-4  
 
O número de alelos por locus oscilou entre os 2 para o WGA 376 e os 5 para 
para o WGA 276, resultando num valor médio de alelos de 3,6. O número de 
alelos obtidos para cada loci analisado neste estudo iguala-se ou enquadra-se, 
na sua maioria, com os valores determinados por Dangl et al. (2005) e por 
Foroni et al. (2007), descritos no Quadro 4.9.  
 
No estudo realizado por Dangl et al. (2005) o número médio de alelos 
reportado para 14 loci, 8 dos quais utilizados neste estudo, foi de 5,2. De 
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qualquer das formas, neste trabalho apenas foram analisadas 11 cultivares 
comuns ao estudo efectuado, não se podendo fazer uma comparação directa 
relativamente ao número de alelos entre os dois estudos. Já em Foroni et al. 
(2007), o número médio de alelos reportado para 12 loci, 6 dos quais utilizados 
neste estudo, foi de 5,5. Da mesma forma que o caso anterior, neste trabalho 
apenas foram analisadas 4 cultivares comuns, não se podendo estabelecer 
uma relação directa entre o número de alelos encontrado. 
 
O valor médio de 3,6 alelos por locus encontrado neste estudo pode ser 
explicado, segundo Aldrich et al. (2003) e Peakall et al. (1998), pela diminuição 
no polimorfismo quando loci clonados de uma espécie são utilizados em 
espécies relacionadas. Contudo, o baixo número de alelos encontrado neste 
estudo deverá ser atribuído à proximidade genética entre os indivíduos deste 
grupo de estudo [Dangl et al., 2005]
. 
 
O locus menos informativo foi o WGA 376, com um valor de probabilidade de 
identidade (PI) ou probabilidade de se encontrarem genótipos iguais de 0,62. O 
locus mais informativo foi o WGA 225, com um valor de probabilidade de 
identidade mais baixa, 0,28. 
 
A probabilidade cumulativa de se obterem genótipos idênticos com a utilização 
destes 10 marcadores foi de 2,27x10-4, o que corresponde a um potencial, do 
ponto de vista estatístico, de distinção de cerca de 22 700 variedades. Ou seja, 
a probabilidade de se encontrar um genótipo idêntico é de 1 em cada 22 700 
variedades.  
O valor de PI relativamente baixo para o grupo das 22 cultivares estudadas, 
deve-se provavelmente ao facto de estas nogueiras (incluídas no grupo das 
mais importantes cultivares, segundo a FAO, 2003) serem as mais 
comercializadas, tendo provavelmente sofrido uma grande selecção, facto que 
tornou este grupo mais próximo geneticamente. 
 
Outra forma de avaliar a capacidade discriminatória de um locus é através da 
heterozigosidade esperada (He). Para este parâmetro, os loci mais informativos 
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e com maior poder discriminatório, foram o WGA 225 (He: 0,65) e o WGA 69 
(He: 0,64) e o menos informativo foi o WGA 71 (He: 0,35). 
Em 3 dos loci, o valor de heterozigosidade observada (Ho) foi superior (WGA 
225, WGA 331 e WGA 376) ao de He. Este excesso de indivíduos 
heterozigóticos, relativamente às expectativas, tendo em conta o equilíbrio de 
Hardy-Weinberg, pode ser justificado pelo facto das nogueiras terem sido 
seleccionadas com base nos critérios de qualidade e quantidade produzidas. 
São conseguidos melhores rendimentos para indivíduos heterozigóticos, sendo 
estes, obviamente, os seleccionados. Embora as leis do equilíbrio de Hardy-
Weinberg não devam ser transpostas de populações naturais (para as quais 
foram desenvolvidas) para populações sujeitas a processos de selecção, 
aplicam-se como única forma de se ter um termo comparativo com valores de 
referência, para além de serem frequentemente utilizadas por vários autores 
para amostras de plantas seleccionadas. 
 
De modo a avaliar a estrutura da população de cultivares estudadas, 
construíram-se dois tipos de dendrogramas, um rectangular [Figura 4.6] e um radial 
[Figura 4.7]
. Utilizou-se para a sua construção uma matriz de similaridade 
calculada com base na fórmula [-log (proporção dos alelos partilhados)] através 
do programa MICROSAT. Esta matriz foi posteriormente inserida no programa 
PHYLIP, usando um algoritmo de aglomeração do tipo Neighbor-Joining. 
 
Para uma melhor discussão de resultados, os dendrogramas obtidos foram 
tratados com o programa MEGA 4.0 e visualizados na forma rectangular e 
radial. Optou-se pela apresentação destas duas formas tendo em conta que 
determinados pormenores na estrutura do grupo de amostras analisadas são 
mais evidentes num ou noutro dendrograma. 
 
Os dendrogramas são considerados meios eficientes de síntese dos dados dos 
microssatélites, revelando relacionamentos genéticos entre as variedades e 
tornando mais fácil a detecção de indivíduos com genótipos iguais. 
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Figura 4.6 - Dendrograma rectangular das 22 variedades estudadas. As abreviaturas das variedades 
encontram-se descritas no Quadro 4.2. 
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Figura 4.7 - Dendrograma radial sem raíz das 22 variedades estudadas. As abreviaturas das 
variedades encontram-se descritas no Quadro 4.2. 
 
 
 
 
 
Os marcadores SSR utilizados neste estudo demonstraram ser eficazes na 
distinção de todas as cultivares estudadas e evidenciaram um caso de 
sinonímia (cultivares iguais mas com nomes diferentes) entre a cultivar 
“Franquette” e a cultivar “Ronde de Montignac”, onde não existe nenhuma 
diferença nos alelos estudados para todos os loci analisados, como se pode 
constatar no Quadro 4.8. 
 
Os genótipos das variedades portuguesas foram comparados com os 
genótipos internacionais através do algoritmo Neighbor-Joining, permitindo, 
através da análise dos dendrogramas obtidos, associar a variedade portuguesa 
“Rego” com o grupo de variedades de origem francesa e a variedade 
portuguesa “Samil” com o grupo de variedades norte-americanas. A terceira 
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variedade portuguesa em estudo, “Arco”, apresentou-se geneticamente distinta 
dos restantes genótipos. 
 
Relativamente às cultivares internacionais, da análise dos dendrogramas é 
bastante evidente e interessante a sua distribuição de acordo com a 
similaridade. 
O dendrograma radial divide-se em quatro grupos principais: o das cultivares 
norte-americanas; o das cultivares francesas; um grupo em que se enquadram 
duas cultivares francesas, “Fernette” e “Lara”, duas norte-americanas, “Chico” e 
“Chandler” e uma portuguesa “Samil”; e um quarto grupo que inclui a variedade 
portuguesa “Arco” e as variedades ”Meylannaise”, “Hartley” e “Parisienne”. As 
variedades “Vina” e “Pedro” destacam-se da restante população por não se 
enquadrarem en nenhum dos grupos referidos. 
O dendrograma rectangular encontra-se dividido em três grupos principais: o 
das cultivares norte-americanas; o das cultivares francesas; e um terceiro 
grupo em que se enquadram duas cultivares francesas, “Fernette” e “Lara”, 
duas norte-americanas, “Chico” e “Chandler” e uma portuguesa “Samil”. Este 
dendrograma evidencia em sentido oposto quatro cultivares claramente 
distantes da restante população: a variedade portuguesa “Arco” e as 
internacionais ”Meylannaise”, “Hartley” e “Parisienne”.  
 
4.9. Estudo das relações de paternidade entre as variedades estudadas 
 
A avaliação das relações de paternidade, das variedades cultivadas, pode 
fornecer informações úteis sobre o sentido da selecção efectuada ao longo do 
processo de obtenção de novas plantas através de cruzamentos. Estes 
cruzamentos podem ser direccionados para variedades específicas com 
determinadas características que se queiram seleccionar, ou ocorrer 
espontaneamente, não ficando registado, neste último caso, os progenitores de 
novas variedades. 
 
A identificação de possíveis trios de progenitores/descendente pode ser obtida 
de forma directa, pela pesquisa de variedades que apresentem alelos oriundos, 
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cada um deles, de duas variedades diferentes presentes numa população. Tal 
torna-se extremamente difícil para um grande número de alelos. Outra 
alternativa é a utilização de software adequado que, para além de efectuar a 
pesquisa de um modo rápido e automático, fornece dados adicionais 
indicativos da exactidão dos resultados. O software IDENTITY 1.0, utilizado 
para obtenção dos parâmetros de caracterização dos marcadores utilizados foi, 
tendo em conta o anteriormente referido, usado para efectuar o estudo das 
possíveis relações de paternidade entre a população estudada, utilizando os 
genótipos anteriormente determinados. Os resultados obtidos nesta primeira 
análise foram pouco claros, uma vez que foi encontrado um grande número de 
possíveis cruzamentos com baixo valor de probabilidade (probabilidade da 
paternidade do par sugerido ser real em comparação com a probabilidade de 
duas variedade aleatoriamente seleccionadas serem as progenitoras) [Sefc et al., 
1998]
. Foram encontrados cerca de 39 possíveis cruzamentos com rácios de 
probabilidades na ordem dos 10 a 104, manifestamente baixos. Estes 
resultados podem ser explicados pelo relativamente baixo número de alelos e 
heterozigosidade encontrada para as variedades e loci em estudo. 
 
Tendo em conta o número elevado de cruzamentos referido e os baixos rácios 
de probabilidade encontrados, optou-se pelo tratamento dos dados com outro 
tipo de software, também usado para determinação de relações de 
paternidade, mas capaz de filtrar dados sem significado estatístico, tendo em 
conta a estrutura genética da população. Procedeu-se então à análise das 
relações de paternidade usando o software CERVUS 3.0. [Kalinowski et al, 2007]. Para 
tal, criou-se um ficheiro de genótipos com os dados obtidos e um ficheiro de 
frequência dos alelos encontrados no formato requerido pelo software. 
 
Relativamente aos resultados obtidos, para um intervalo de confiança de 95%, 
o software não validou qualquer dos trios de progenitores/descendente 
encontrados pelo IDENTITY 1.0. Todavia, para o nível de confiança de 80%, o 
programa validou dois trios: SE = AM x PA e PS= ME x PE, com rácios de 
probabilidade de 7,25 x 104 e 1,88 x 102, respectivamente. 
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Os registos relativos a cruzamentos entre variedades de nogueira são 
escassos na bibliografia. Apenas no catálogo das variedades editado pela FAO 
[FAO, 2003] são referidos os cruzamentos que deram origem a algumas das 
variedades. McGranahan et al. (1994) citados por Dangl et al. (2005) 
publicaram um quadro resumo com as relações de paternidade entre as 
variedades mais conhecidas de noz cultivadas na Europa e na região da 
Califórnia (EUA). Não é indicada a origem da informação utilizada nestes 
trabalhos pelo que se deduz que a sua origem esteja em registos efectuados 
anteriormente e em dados históricos. Comparando os dados obtidos com os 
indicados nessas publicações verifica-se: McGranahan et al. (1994) referem 
que a variedade Serr é originária de um cruzamento entre a variedade Payne 
(progenitor confirmado pelo resultados obtidos no presente trabalho) e o clone 
PI159568 incluído no repositório de germoplasma de Davis, EUA. Estes 
resultados não confirmam a variedade Amigo como progenitora da Serr, 
conforme encontrado no trabalho que se apresenta. 
 
Relativamente à origem da variedade Parisienne, como sendo obtida de um 
cruzamento entre Pedro e Meylannaise, não foram encontrados na bibliografia 
registos para que se possa efectuar uma comparação de resultados.  
Pelos resultados obtidos aconselha-se um estudo mais aprofundado, com mais 
marcadores e numa população representativa das variedades de nogueira a 
nível internacional. Só assim se poderá esclarecer cruzamentos que originaram 
as variedades em questão. 
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5. Avaliação da autenticidade de nozes e produtos derivados 
5.1. Introdução 
 
Hoje em dia, a verificação da autenticidade dos produtos alimentares reveste-
se de uma importância vital, tanto para consumidores como para industriais a 
todos os níveis do processo de produção, desde a matéria-prima até ao 
produto acabado [Cordella et al., 2002]. 
 
A autenticidade de produtos alimentares é actualmente um tema de grande 
preocupação. Uma rotulagem incorrecta dos alimentos pode ter consequências 
negativas, para além de representar uma deslealdade comercial. A incorrecta 
rotulagem pode ainda ter implicações para a saúde, especialmente para 
consumidores com sensibilidade a potenciais alergénios não declarados, como 
por exemplo a noz. É importante impedir a substituição total ou parcial de 
espécies de elevado valor comercial por outras de valor inferior.  
É crucial poder identificar as diferentes espécies presentes em géneros 
alimentícios, tendo em consideração os problemas referidos anteriormente e, 
também, por motivos éticos/religiosos de consumidores com restrições 
alimentares [Lockley e Bardsley, 2000 e Cheftel, 2005].  
 
A tendência do mercado actual é indicar no rótulo dos produtos alimentares, 
especialmente os de qualidade ou valor acrescentado (nozes, azeite, queijo de 
ovelha, etc.), a variedade/cultivar do alimento. Desta forma, o desenvolvimento 
de métodos que possibilitem a verificação da autenticidade varietal de nozes 
comercias (por comparação com as caracterizadas geneticamente no capítulo 
anterior) foi o principal objectivo deste capítulo. Assim, procedeu-se ao estudo 
da viabilidade da aplicação de marcadores moleculares microssatélites na 
autenticação de nozes comerciais. 
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Para além do referido, os marcadores moleculares microssatélites foram 
também utilizados para: 
 
• Correcta identificação de variedades de nozes recolhidas no Centro 
Experimental do Mucate, Soure, por técnicos do Ministério da Agricultura, 
do Desenvolvimento Rural e das Pescas e para confirmação da designação 
atribuída, de forma a reduzir os possíveis erros de identificação e colheita. A 
aplicação dos marcadores com este objectivo surge também porque 
frequentemente a colheita é feita a partir do chão do pomar, podendo levar 
a uma amostragem incorrecta. Isto pode ocorrer facilmente devido à 
densidade de plantação característica de culturas intensivas. Tal parece ter 
acontecido com algumas variedades de nozes incluídas em estudos de 
caracterização química.  
• Avaliação da viabilidade da aplicação do tipo de marcadores em estudo, 
para a detecção de nozes em produtos derivados e possibilidade de 
identificação de variedades. 
 
A escolha dos marcadores moleculares microssatélites baseou-se no facto já 
descrito de que a análise de ADN permite determinar o perfil genómico e, 
consequentemente, a identificação de diferentes indivíduos, espécies e 
variedades. Na indústria agro-alimentar esta análise pode ter diversas 
aplicações, tanto em alimentos processados como em não processados.  
Os marcadores de ADN são utilizados nestas situações pelo facto de serem 
independentes de influências ambientais e devido ao seu elevado grau de 
polimorfismo, capaz de distinguir cultivares muito próximas geneticamente e 
resolver diversos casos, como por exemplo o de homonímias [Pasqualone et al., 2004]. 
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5.2. Amostras 
 
Quadro 5.1 - Amostras de nozes e produtos derivados seleccionados. 
S - Amostra colhida em Soure; C - Comercial. 
 
Abreviatura Amostra 
AR-S Miolo de Noz cv “Arco” 
AM-S Miolo de Noz cv “Amigo” 
RE-S Miolo de Noz cv “Rego” 
CD-C Miolo de Noz cv “Chandler” 
HA-C Miolo de Noz cv “Hartley” 
FR-C Miolo de Noz cv “Franquette” 
P Pão de centeio integral com nozes 
C1 Cereal de pequeno-almoço1 
C2 Cereal de pequeno-almoço2 
 
 
As amostras escolhidas para o estudo de autenticidade incluíram três 
variedades de nozes comerciais (rotuladas com referência à cultivar), dois tipos 
de cereais de pequeno-almoço e um pão de centeio integral com nozes. Para 
além das amostras comerciais, incluiram-se também no estudo três cultivares 
de noz colhidas por técnicos da Direcção Regional de Agricultura e Pescas do 
Centro no campo de Germoplasma de Soure (duas portuguesas, Arco e Rego 
e uma internacional, Amigo).   
 
5.3. Colheita e conservação das amostras 
 
As amostras comerciais foram adquiridas num hipermercado local em Janeiro 
de 2008. Foram conservadas a -20ºC e imediatamente antes da análise foram 
trituradas.   
As nozes colhidas no Centro Experimental do Mucate, Soure, em Dezembro de 
2006, por técnicos do Ministério da Agricultura, do Desenvolvimento Rural e 
das Pescas, foram conservadas em sacos herméticos com substituição do 
oxigénio por azoto, para garantia de melhor conservação até ao momento da 
análise. 
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5.4. Extracção de ADN 
 
Todas as amostras foram extraídas em duplicado por três métodos diferentes, 
para avaliação do processo extractivo mais adequado. 
Os métodos de extracção escolhidos foram: 
• CTAB descrito por Doyle e Doyle (1990), com algumas alterações; 
• Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System (Promega, EUA), com 
pequenas alterações; 
• GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich, EUA), com 
pequenas alterações. 
 
O método clássico CTAB foi um dos escolhidos para extracção do ADN destas 
amostras na medida em que se considera eficiente na extracção de ADN das 
folhas de nogueira e por ser um método de referência aplicado inúmeras vezes 
nos mais diversos estudos de biologia molecular. O método Wizard foi utilizado 
por ser um método de referência para extracção de ADN em alimentos 
processados e o método GenElute por ser um método padronizado de fácil 
execução e mais eficiente a nível metodológico. 
 
O método CTAB foi aplicado da mesma forma como descrito anteriormente 
(Quadro 4.3). 
 
O método Wizard® Plus Minipreps DNA Purification System foi aplicado como 
descrito no Quadro 5.2. e o método GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep 
Kit como descrito no Quadro 5.3., ambos baseados no protocolo original. 
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Quadro 5.2 - Processo de extracção de ADN pelo método Wizard® Plus Minipreps DNA Purification 
System. 
 
1. Transferir entre 100-500 mg das amostras trituradas e homogeneizadas para 
microtubos estéreis de 2 ml; 
2. Adicionar a cada microtubo 860 µl de tampão de extracção TNE (10 mM Tris, 150 mM 
NaCl, 2 mM EDTA, 1% SDS), 100 µl de Guanidina-HCl 5M e 40 µl de solução de 
proteinase K (20 mg/ml); 
3. Incubar a 60ºC durante 3h, invertendo e agitando os tubos ocasionalmente; 
4. Centrifugar a suspensão durante 10 -15 min. a 14 000 g 
5. Adicionar 1 ml de “Wizard® Resin” a 500 µl do sobrenadante do ponto 4; 
6. Montar as seringas de 2 ml nas colunas, fazendo passar a mistura pela coluna com 
ajuda do êmbolo da seringa; 
7. Lavar a mistura ADN-Resina com 2 ml de solução de isopropanol (80% v/v); 
8. Deixar a coluna secar durante 5 min. à temperatura ambiente e colocá-la num tubo de 
reacção novo; 
9. Centrifugar a coluna durante 2 min. a 10 000 g para remoção de algum álcool residual; 
10. Colocar a coluna num novo tubo e eluir o ADN da coluna com 50-100 µl de tampão Tris 
EDTA (10mM Tris, 1 mM EDTA) a 70ºC.  
11. Deixar incubar durante cerca de 1 min. e centrifugar a 10 000 g durante 1 min.  
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Quadro 5.3 - Processo de extracção de ADN pelo método GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit. 
 
1. Triturar as amostras e transferir cerca de 100 mg para um microtubo de centrifugação; 
2. Adicionar a cada microtubo 350 µl de solução de lise (Parte A) e 50 µl de solução de 
lise (Parte B); 
3. Homogeneizar vigorosamente no vórtex, invertendo ocasionalmente; 
4. Incubar a mistura a 65ºC durante 10 min., invertendo ocasionalmente para dissolução 
do precipitado; 
5. Adicionar 5 µl de solução de Rnase 10 mg/ml antes da incubação a 65ºC; 
6. Adicionar 130 µl de solução de precipitação à mistura e misturar por inversão. Colocar 
em gelo durante 5 min.; 
7. Centrifugar entre 12 000-16 000 g durante 5 min.; 
8. Pipetar cuidadosamente o sobrenadante do passo 7 para a coluna de filtração 
“GenElute” e centrifugar à velocidade máxima durante 1 min.; 
9. Descartar a coluna de filtração e guardar o tubo colector; 
10. Adicionar 700 µl da “Binding Solution” ao líquido recolhido no passo anterior e misturar 
vigorosamente; 
11. Colocar uma coluna “GenElute Miniprep (anel vermelho)” num microtubo e adicionar 
500 µl de “Solução de preparação de coluna” a cada uma. Centrifugar a 12 000 g 
durante cerca de 1 min.; Rejeitar o líquido que se formou; 
12. Pipetar cuidadosamente 700 µl da mistura do passo 10 para a coluna preparada no 
passo 11 e centrifugar à velocidade máxima durante 1 min. Descartar o líquido de 
passagem e guardar o tubo colector. Colocar novamente a coluna no tubo colector; 
13. Colocar o material lisado do passo 10 na coluna e repetir a centrifugação como 
anteriormente, descartando o líquido e o tubo colector; 
14. Colocar a coluna num novo tubo colector de 2 ml e adicionar 500 µl de solução de 
lavagem diluída. Centrifugar à velocidade máxima durante 1 min., descartar o líquido e 
guardar o tubo colector; 
15. Adicionar novamente 500 µl de solução de lavagem diluída à e coluna e centrifugar à 
velocidade máxima durante 3 min. para secagem da coluna; 
16. Transferir a coluna para um novo microtubo de 2 ml, adicionar 100 µl de solução de 
eluição pré-aquecida (65ºC) e centrifugar à velocidade máxima durante 1 min. Repetir 
a eluição. Os eluatos devem ser recolhidos no mesmo tubo colector ou em dois tubos 
distintos para prevenir a diluição do primeiro eluato. 
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Estes três métodos foram escolhidos pelo facto de serem muitas vezes 
descritos na bibliografia e por representarem uma metodologia de cada tipo 
para extracção de ADN:  
• clássica (digestão pela acção detergente e precipitação com 
etanol/isopropanol);  
• retenção por resinas;  
• retenção por membranas. 
 
Tal como descrito no capítulo anterior, avaliou-se a qualidade do ADN extraído 
pelos três processos extractivos em gel de agarose 0,8%, corado com brometo 
de etídio (4 µg/ml), descorado com água destilada e visualizado sob luz 
ultravioleta. Este procedimento permitiu visualizar a fragmentação, quantidade 
e pureza dos extractos.  
O ADN extraído foi diluído de acordo com os métodos de análise molecular. Os 
extractos foram amplificados tanto na sua forma pura como diluídos numa 
proporção de 1:10, visto serem estas condições, na prática, as mais adequadas 
à amplificação. 
 
5.5. Quantificação e avaliação da pureza dos extractos 
 
Para avaliação da pureza dos extractos e quantificação de ADN foram 
preparadas diluições 1:10 (em água ultrapura) de todas as amostras e 
posteriormente determinada a absorvência em células com 1 cm de percurso 
óptico (Eppendorf Uvette, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha).  
As leituras das absorvências a 230, 260 e 280 nm para determinação dos 
rácios de pureza dos extractos foram efectuadas em placas de 96 poços 
próprias para leitura no UV (Falcon UV-transparent microplates, BD 
biosciences, San Jose, EUA) de modo a obter resultados com maior 
celeridade. 
 
 
 
Avaliação da autenticidade de nozes e produtos derivados 
82 
5.6. Amplificação 
 
A preparação da reacção de PCR, já descrita no capítulo anterior, foi 
executada de modo a evitar a contaminação das amostras, quer cruzada quer 
com ADN de amostras analisadas anteriormente. Deste modo, este 
procedimento foi executado numa câmara de UV numa sala separada do local 
de extracção do ADN. Antes da preparação da reacção todo o material foi 
exposto a radiação UV (256 nm), durante aproximadamente 30 min. 
 
5.6.1. Primers seleccionados 
 
Nos Quadros 5.4 e 5.5 listam-se os loci e sequências dos respectivos primers 
seleccionados. 
O par de primers “c” e “d” define uma região de ADN cloroplastidial não 
codificada, específica para detecção de ADN de plantas, localizada entre os 
genes trnF e trnT.  
Relativamente aos marcadores SSR, foram seleccionados os primers WGA 1, 
WGA 225 e WGA 276 por terem sido os que originaram fragmentos de 
tamanho mais pequeno (Quadro 4.8) e perfis mais limpos, facilitando a leitura 
dos géis de acrilamida. Foram considerados suficientes para distinguir os 
diferentes genótipos pois, em conjunto, apresentaram um valor de PI de 
5,152x10-3, o que corresponde a um potencial estatístico de discriminação de 
cerca de 5000 variedades. 
 
 
Quadro 5.4 - Primer cloroplastidial universal “c/d”. 
 
Locus Sequência dos primers (5’-3’)(a) Especificidade (a) T hibridação (ºC) (a) 
Produto de 
amplificação (pb)(a) 
c 
d 
5’-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3’ 
5’-GGGGATAGAGGGACTTGAAC-3’ 
Plantas 54 500-600 
a Taberlet et al., 1991.  
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Quadro 5.5 - Primers de loci de microssatélites de Juglans regia L. escolhidos. 
 
Locus Sequência dos primers (5’-3’) Tamanho dos alelos (pb) Tipo de repetição 
WGA 1 ATTGGAAGGGAAGGGAAATG(a) 
CGCGCACATACGTAAATCAC 
181-195 (b) (AG)13 (c) 
WGA 225 AATCCCTCTCCTGGGCAG(a) 
TGTTCCACTGACCACTTCCA 
190-202 (a) (AG)14 (c) 
WGA 276 CTCACTTTCTCGGCTCTTCC(a) 
GGTCTTATGTGGGCAGTCGT 
168-194 (b) (CT) 30 (c) 
a Dangl et al., 2005; b Foroni et al., 2007; c NCBI, 2008. 
 
5.6.2. Condições de Amplificação e Programas 
 
Todos os extractos genómicos obtidos pelos três métodos extractivos (CTAB, 
Wizard e GenElute), foram primeiramente amplificados pelo marcador 
cloroplastidial universal usando os primers “c” e “d” específicos para plantas. 
Foram utilizados para avaliar a qualidade dos extractos, confirmar a presença 
de ADN de plantas e verificar a capacidade de amplificação. 
No passo seguinte, após verificação das amplificações pelo primer 
cloroplastidial, os extractos foram amplificados pelos primers WGA 1, WGA 225 
e WGA 276. Nos Quadros 5.6 e 5.7 estão representadas as componentes da 
reacção de PCR utilizadas para a amplificação do referido locus cloroplastidial 
e dos primers WGA 1, WGA 225 e WGA 276. 
 
Quadro 5.6 - Componentes da reacção de PCR (Master Mix), sua concentração na solução inicial, 
quantidade para 20 µl e concentração na reacção para o primer cloroplastidial universal “c/d”. 
 
Componentes Concentração da 
Solução inicial 
Quantidade 
para 20 µl 
Concentração 
na reacção 
Primers + e - 10 pmol/ µl 2 µl 20 pmol 
dNTP’s 2,5 mM/ca. 1,6 µl 200 µM 
Taq Polimerase 5U/ µl 0,2 µl 1U 
MgCl2 25 mM 1,2 µl 1,5 mM 
Tampão 10X 2 µl 1X 
Água - q.b.p. 20 µl - 
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Quadro 5.7 - Componentes da reacção de PCR (Master Mix), sua concentração na solução inicial, 
quantidade para 20 µl e concentração na reacção para os primers WGA 1, WGA 225 e WGA 276. 
 
Componentes Concentração da 
Solução inicial 
Quantidade 
para 20 µl 
Concentração 
na reacção 
Primers + e - 10 pmol/ µl 2 µl 20 pmol 
dNTP’s 2,5 mM/ca. 1,6 µl 200 µM 
Taq Polimerase 5U/ µl 0,2 µl 1U 
MgCl2 25 mM 1,6 µl 2 mM 
Tampão 5X 4 µl 1X 
Água - q.b.p. 20 µl - 
 
 
As reacções de PCR foram realizadas de acordo com as condições definidas 
nos Quadros 5.8 (condições para o primers “c” e “d” com uma ligeira 
modificação) [Hotzel et al., 1999] e 5.9 (condições para os loci WGA 1, WGA 225 e 
WGA 276). As amplificações foram realizadas no termociclador i-Cycler (Bio-
rad Laboratories, Hercules, EUA). 
 
 
Quadro 5.8 - Programa de amplificação para o loci cloroplastidial “c/d”. 
 
Ciclo 95ºC 54ºC 72ºC Repetições 
1º Desnaturação inicial 3’ - - 1x 
2º Amplificação 1’ 1’ 1’ 35x 
3º Extensão final - - 7’ 1x 
 
 
 
Quadro 5.9 - Programa de amplificação para os loci WGA 1, WGA 225 e WGA 276. 
 
Ciclo 94ºC 58ºC 72ºC Repetições 
1º Desnaturação inicial 5’ - - 1x 
2º Amplificação 30’’ 1’ 40’’ 30x 
3º Extensão final - - 7’ 1x 
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5.7. Electroforese - Separação dos Fragmentos Amplificados 
 
Da mesma forma que no capítulo anterior, os produtos amplificados pela 
reacção de PCR com os primers WGA1, WGA 225 e WGA 276 foram 
separados em gel de acrilamida desnaturante a 6% (anexo I) e visualizados 
através da coloração por nitrato de prata, baseado no método descrito por 
Bassam et al. (1991).  
 
Após desnaturação, por incubação dos microtubos a 95ºC durante 5 min., 
adicionou-se a cada poço do gel de acrilamida a mistura de 5-15 µl de produto 
de amplificação com 10-15 µl de corante de carregamento de acrilamida. A três 
poços alternados de cada gel adicionou-se 1 µl de uma solução de padrão de 
massa molecular 10 pb DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, EUA) preparada 
pela adição de 1 µl de padrão (1 µg/µl) a 5 µl de corante de carregamento de 
acrilamida, para determinação da massa molecular de cada alelo. O processo 
electroforético decorreu durante cerca de 2,5 horas, a uma potência de 60 
Watt. 
Os produtos amplificados foram separados em gel de acrilamida, de acordo 
com as condições anteriormente referidas. A leitura dos géis obtidos foi 
executada tendo como padrão de massa molecular um marcador 10 pb DNA 
Ladder, da mesma forma como o executado no capítulo anterior aquando da 
leitura dos genótipos das variedades estudadas. 
 
5.8 Resultados e discussão 
5.8.1. Avaliação dos processos extractivos 
 
O sucesso do processo de amplificação de ADN depende da eficiência dos 
protocolos de extracção de ADN, os quais devem garantir quantidade e 
qualidade elevadas de ADN.  
 
Os produtos alimentares são matrizes complexas que podem conter potenciais 
inibidores da reacção de PCR (polissacarídeos, polifenóis e proteínas). Para 
além disso, estas matrizes são frequentemente submetidas a diferentes fases e 
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tipos de processamento (mecânico, térmico, químico, enzimático) que afectam 
a integridade do ADN. Consequentemente, o isolamento de ADN dos alimentos 
pode, por vezes, revelar-se um desafio. Considerando a grande variedade de 
matrizes alimentares submetidas aos mais diversos processamentos e o 
elevado número de protocolos de extracção de ADN, a escolha do melhor 
método para cada tipo de matriz implica muitas combinações de análises [Mafra et 
al., 2008b]
. 
 
Para avaliar a qualidade das amostras extraídas para os parâmetros referidos, 
o tamanho médio dos fragmentos foi avaliado visualmente em gel de agarose, 
enquanto a quantidade e pureza dos extractos foram avaliadas por 
determinação das absorvências no UV. 
 
Neste estudo foram aplicados às amostras (nozes de Soure, nozes comerciais 
e produtos derivados) três processos extractivos de ADN (CTAB, Wizard e 
GenElute). O método clássico CTAB foi um dos métodos escolhidos para 
extracção do ADN destas amostras na medida em que é eficiente na extracção 
de ADN das folhas de nogueira e por ser um método referenciado e aplicado 
inúmeras vezes nos mais diversos estudos de biologia molecular. O método 
Wizard e o método GenElute foram escolhidos pelas razões descritas 
anteriormente.  
 
Através dos géis genómicos de cada método extractivo (Figuras 5.1, 5.2 e 5.3), 
foi possível a avaliação de um dos parâmetros da qualidade dos extractos, 
relacionado com a integridade do ADN extraído. 
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Figura 5.1 - Gel de agarose 0,8%. Confirmação de extracção de ADN das amostras estudadas pelo 
método CTAB. “L” é o padrão de massa molecular - HyperLadder I™. As abreviaturas das amostras 
encontram-se descritas no Quadro 5.1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5.2 - Gel de agarose 0,8%. Confirmação de extracção de ADN das amostras estudadas pelo 
método GenElute. “L” é o padrão de massa molecular - HyperLadder I™. As abreviaturas das amostras 
encontram-se descritas no Quadro 5.1. 
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Figura 5.3 - Gel de agarose 0,8%. Confirmação de extracção de ADN das amostras pelo método Wizard. 
“L” é o padrão de massa molecular - HyperLadder I™. As abreviaturas das amostras encontram-se 
descritas no Quadro 5.1. 
 
Por avaliação dos géis genómicos dos três métodos extractivos verifica-se uma 
clara diferença em termos de capacidade extractiva entre os métodos, no que 
diz respeito às amostras em estudo. O método CTAB foi o que se revelou 
menos eficiente, não sendo visível qualquer banda correspondente a ADN de 
massa molecular elevada, resultante da baixa concentração e/ou da elevada 
degradação do ADN no extracto. Não significa, contudo, que não seja possível 
amplificá-lo por PCR. 
 
 Relativamente ao método GenElute, este foi com certeza o que se revelou 
mais eficiente, tendo-se conseguido extrair ADN com elevada massa 
molecular, na maioria dos casos com uma única banda, revelando a extracção 
de ADN íntegro. Excepção feita para os produtos derivados mais processados, 
em que a extracção não foi tão eficiente. 
 
No método Wizard a eficiência de extracção de ADN foi reduzida, originando 
arrastamento de menor massa molecular, significando que a integridade do 
ADN se encontrava afectada. Neste método foi também co-extraído ARN em 
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concentração elevada como é visível pelas bandas difusas de baixa massa 
molecular. 
 
No método GenElute, considerado o mais eficiente a nível extractivo, foi 
possível extrair ADN de todas as nozes, com elevada massa molecular, o que 
não aconteceu para as amostras mais processadas, como os cereais de 
pequeno-almoço e o pão de centeio integral com nozes. Relativamente ao 
método Wizard, a capacidade extractiva foi relativa, funcionando para algumas 
amostras de nozes e produtos derivados e para outros não. Para os que 
resultou, as bandas surgiram com bastante arrastamento, pondo em causa a 
integridade da molécula de ADN.  
 
A concentração e pureza do ADN extraído foram posteriormente calculadas e 
verificadas por espectrofotometria de ultravioleta, dado que as bases azotadas 
do ADN absorvem a 260 nm, pelo que a absorvência a tal comprimento de 
onda fornece uma estimativa da concentração através da equação A = ε l C, 
em que A é a leitura de absorvência contra um branco, ε a constante de 
absortividade, l o comprimento da célula e C a concentração. Para o cálculo da 
concentração de ADN de cadeia dupla utiliza-se a correspondência em que 1 
unidade de absorvência = 50 µg ml-1, dando origem a valores de concentração 
expressos em µg ml-1 [Sambrook et al., 2001a e Somma, 2002].  
 
A leitura a 280 nm forneceu uma estimativa quanto à pureza dos extractos 
(presença de proteínas) através da determinação da razão A260/A280, a qual 
deverá apresentar valores entre 1,6 e 1,9 para extractos muito puros [Somma, 
2002]
. A leitura a 230 nm forneceu uma estimativa da contaminação do extracto 
por determinados compostos, como os tiocianatos, iões fenolato e outros 
compostos orgânicos. Para extractos de ADN puros, a razão A260/A230 deverá 
ser de aproximadamente 2 [Wikipedia, 2008]. 
Este método tem como desvantagem o facto de qualquer composto que 
absorva na zona do ultravioleta poder interferir no valor de absorvência. No 
Quadro 5.10 estão descritos os rácios para a determinação da pureza dos 
extractos, resultantes das leituras das absorvências a 230, 260 e 280 nm.  
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Quadro 5.10 - Rácios para determinação da pureza dos extractos. As abreviaturas das amostras 
encontram-se descritas no Quadro 5.1. 
 
CTAB 
Amostra 
[ADN] µg/ml 
260 nm 
A260/A280 
(n=2) 
A260/A230 
(n=2) 
AR-S 658 0,812  0,172 
AM-S 766 0,838 0,220 
RE-S 1134 0,871 0,236 
CD-C 1126 0,814 0,203 
HA-C 778 0,777 0,143 
FR-C 604 0,786 0,146 
P 950 1,215 0,752 
C1 1558 1,054 0,768 
C2 382 1,144 0,329 
GenElute 
Amostra 
[ADN] µg/ml 
260 nm 
A260/A280 
(n=2) 
A260/A230 
(n=2) 
AR-S 27 1,454 0,184 
AM-S 21 1,550 0,294 
RE-S 33 1,575 0,163 
CD-C 63 1,618 0,296 
HA-C 12 1,460 0,326 
FR-C 24 1,603 0,205 
P 25 1,439  0,240 
C1 12 1,463 0,208 
C2 15 1,458 0,302 
Wizard 
Amostra 
[ADN] µg/ml 
260 nm 
A260/A280 
(n=2) 
A260/A230 
(n=2) 
AR-S 1546 1,109 0,466 
AM-S 564 1,098 0,560 
RE-S 668 1,120 0,555 
CD-C 800 1,107 0,495 
HA-C 508 1,167 0,549 
FR-C 708 1,174 0,565 
P 962 1,331 0,693 
C1 1774 1,176 0,678 
C2 444 1,270 0,772 
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Os valores apresentados correspondem à média de duas determinações, pois 
cada amostra foi extraída em duplicado. No Quadro 5.10 apresenta-se também 
as concentrações de ADN nos extractos, calculadas como referido.  
 
Como já foi referido, este método apresenta a desvantagem de qualquer 
composto que absorva na zona do ultravioleta interferir na leitura da 
absorvência. Este facto reflectiu-se nas leituras das absorvências, pois apesar 
dos valores do rácio A260/A280 para o método GenElute serem bastante 
aceitáveis, este facto já não se reflectiu ao nível da concentração dos extractos 
para o mesmo método, pois existem muitas moléculas, inclusive o ARN, que 
absorvem a 260 nm e interferem na pureza dos extractos. De qualquer das 
formas, conciliando a informação fornecida pelos géis de agarose e os dados 
dos rácios, conclui-se que a melhor extracção das amostras resultou do 
método GenElute. Relativamente ao método CTAB e Wizard a baixa pureza 
dos extractos reflectiu-se a nível dos rácios e na avaliação dos géis genómicos. 
 
Adicionalmente aos indicadores de qualidade de ADN referidos é, por vezes, 
necessário proceder à avaliação do potencial de amplificação de uma amostra 
através da utilização de marcadores universais. A amplificação de extractos 
genómicos com marcadores universais para determinado grupo de organismos, 
caso dos primers “c” e ”d”, é uma das formas de avaliação efectiva do potencial 
de amplificação dos extractos. Amostras que não amplifiquem com marcadores 
universais, desenhados para serem muito robustos, provavelmente não 
amplificarão com outros marcadores, mais exigentes em termos de condições 
de amplificação. 
A Figura 5.4 apresenta o gel obtido, após amplificação das amostras em 
estudo, com o marcador cloroplastidial universal referido. 
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Figura 5.4 - Gel de agarose 2%. Confirmação da amplificação por PCR do primer cloroplastidial.  
“L” é o padrão de massa molecular - GeneRuler™ DNA Ladder, Low Range. As abreviaturas das 
amostras encontram-se descritas no Quadro 5.1. 
 
Pelo gel de amplificação cloroplastidial para avaliação efectiva do potencial de 
amplificação dos extractos e como complemento à avaliação da qualidade dos 
extractos, confirma-se que, a nível metodológico extractivo, o método GenElute 
foi realmente o mais eficiente, amplificando todas as amostras em estudo. O 
método CTAB apenas amplificou os três produtos derivados, da mesma forma 
que o método Wizard, apenas com a diferença que este último amplificou uma 
das nozes comerciais em estudo. 
Os resultados obtidos pela amplificação do fragmento cloroplastidial 
encontram-se resumidos no Quadro 5.11. 
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Quadro 5.11 - Verificação da presença/ausência de produto amplificado a nível cloroplastidial para cada 
um dos protocolos extractivos. As abreviaturas das amostras encontram-se descritas no Quadro 5.1. 
 
Método extractivo 
Amostra 
CTAB GenElute Wizard 
AR-S - + - 
AM-S - + - 
RE-S - + - 
CD-C - + - 
HA-C - + - 
FR-C - + - 
P + + + 
C1 + + + 
C2 + + + 
 
Pela análise do Quadro 5.11, onde se reflecte a amplificação cloroplastidial, 
pode-se confirmar o que foi referido relativamente à eficiência dos três métodos 
extractivos avaliados. 
 
5.8.2. Aplicação dos marcadores microssatélites às amostras extraídas 
 
Como já foi referido, os loci WGA 1, WGA 225 e WGA 276, foram os 
seleccionados para o estudo da autenticidade, por terem sido os que 
originaram fragmentos de tamanho mais pequeno (Quadro 4.8) e perfis mais 
limpos para melhor leitura dos géis de acrilamida e por serem considerados 
suficientes para distinguirem os diferentes genótipos analisados. Por estas 
razões, e no seguimento da caracterização genética de Juglans regia L. 
através das folhas, fez-se a transposição destes marcadores moleculares para 
o estudo da autenticidade do fruto e de produtos derivados, de forma a verificar 
a validade de aplicação de um método com estas características. 
Na Figura 5.5 apresenta-se o gel de agarose a 2% resultante da amplificação 
dos extractos obtidos com o método GenElute com os primers WGA 1, WGA 
225 e WGA 276. 
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Figura 5.5 - Gel de agarose 2%. Confirmação da amplificação por PCR dos primers WGA 1, WGA 225 e 
WGA 276 com o método GenElute. “L” é o padrão de massa molecular - GeneRuler™ DNA Ladder, Low 
Range. As abreviaturas das amostras encontram-se descritas no Quadro 5.1. 
 
Pela observação do gel de amplificação com os três primers seleccionados, 
constata-se que a maioria das amostras de nozes comerciais e recolhidas em 
Soure foram amplificadas. O mesmo não aconteceu com os produtos 
derivados, mais processados, para além de surgirem produtos de amplificação 
pouco específicos. As nozes (comerciais e de Soure) extraídas com o GenElute 
e amplificadas com os três primers foram separadas em gel de acrilamida, da 
mesma forma que os produtos com noz, para testar a resolução do gel de 
acrilamida para produtos processados. 
 
A leitura dos géis de acrilamida obtidos foi executada tendo como padrão de 
massa molecular, um marcador 10 pb DNA Ladder, adaptado à separação em 
acrilamida, e com um curto espaçamento entre bandas (10 pb). Da mesma 
forma que para a leitura dos genótipos de folhas, usaram-se imagens 
digitalizadas em alta resolução, o que permitiu uma leitura mais precisa da 
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massa molecular dos alelos devido à ampliação da imagem e utilização de 
réguas.  
 
Após leitura dos géis de acrilamida relativos às amostras de nozes comerciais 
e nozes colhidas em Soure obtiveram-se os genótipos indicados no Quadro 
5.12. 
 
Quadro 5.12 - Genótipos de 6 amostras de nozes, colhidas em Soure  e comerciais, estudadas para os 3 
loci e comparação com os genótipos das folhas de Juglans regia L. (referência). A massa molecular dos 
alelos encontra-se em pb. As abreviaturas das amostras encontram-se descritas no Quadro 5.1. 
 
  Nozes de Soure e comerciais Folhas de Juglans regia L. 
AR 182/194 (S) 192/194 
AM 182/194 (S) 182/194 
RE 182/194 (S) 192/192 
CD 194/194 (C) 194/194 
HA 184/184 (C) 192/192 
W
G
A
 
1 
FR 192/192 (C) 192/192 
AR 196/202 (S) 190/196 
AM 196/196 (S) 188/196 
RE 190/196 (S) 190/202 
CD 196/202 (C) 196/202 
HA 196/202 (C) 196/196 W
G
A
 
22
5 
FR 190/202 (C) 190/202 
AR 176/192 (S) 192/192 
AM 176/192 (S) 176/192 
RE 176/192 (S) 192/192 
CD 192/194 (C) 192/194 
HA 168/192 (C) 180/192 W
G
A
 
27
6 
FR 192/192 (C) 192/192 
 
 
Pela análise dos genótipos descritos no Quadro 5.12, constatou-se que apenas 
alguns genótipos determinados nas nozes coincidiam com os genótipos já 
caracterizados no capítulo anterior com as folhas de Juglans regia L. (amostras 
de referência). Para os loci WGA 1 e WGA 225 apenas as nozes comerciais 
Chandler e Franquette coincidem com os genótipos de referência, enquanto 
que para o loci WGA 276 coincidem as nozes comerciais Chandler e 
Franquette e a noz de Soure, Amigo (genótipos em realce no Quadro 5.12). 
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Estes factos levam-nos a colocar determinadas questões, como o da rotulagem 
atribuída incorrectamente pelos produtores, no caso da variedade comercial 
Hartley e como o da incorrecta identificação, na altura da colheita, das 
variedades de nozes recolhidas em Soure, no Centro Experimental do Mucate, 
por técnicos do Ministério da Agricultura. Uma justificação para o facto pode ser 
a colheita do fruto a partir do chão do nogueiral, facto que, logo à partida, 
poderá proporcionar uma amostragem incorrecta devido à densidade elevada 
nas culturas intensivas. 
 
Desta forma e por se ter conseguido ler com clareza nos géis de acrilamida 
todos os genótipos das nozes comerciais e de Soure, confirma-se a viabilidade 
da aplicação de marcadores moleculares microssatélites, até então nunca 
utilizados na autenticação de nozes comerciais. 
 
Relativamente aos resultados obtidos para as amostras colhidas em Soure, 
recomenda-se mais cuidado aquando da amostragem dos frutos, devendo 
estes ser colhidos da própria árvore para que se evite a identificação incorrecta 
dos mesmos, como sugerem os resultados obtidos. Uma correcta amostragem 
deve ser assegurada, particularmente, quando se pretende efectuar a 
avaliação comparativa de parâmetros químicos entre variedades, metodologias 
estas menos robustas para a distinção das mesmas. 
 
No que diz respeito aos resultados obtidos pela leitura dos géis de acrilamida 
para a amplificação dos produtos derivados de noz, apresenta-se a título de 
exemplo a Figura 5.6, imagem digitalizada para os loci WGA 225 e WGA 276 
com o método GenElute, onde é visível a ausência de bandas características 
dos alelos de marcadores microssatélite. Em algumas amostras é possível 
visualizar bandas de fraca intensidade, que também devido à grande difusão, 
não permitem leituras de alelos com a exactidão necessária em ensaios de 
autenticidade. 
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Figura 5.6 - Imagem digitalizada do gel de acrilamida para os loci  WGA 225 e WGA 276 para o método 
GenElute. “L” é o padrão de massa molecular ou Ladder 10 pb. As abreviaturas das amostras encontram-
se descritas no Quadro 5.1. 
 
Constata-se assim que o método dos marcadores SSR para avaliação da 
autenticidade em produtos processados com noz não é fiável para as 
condições utilizadas no estudo.  
Na bibliografia encontram-se algumas justificações para a ineficácia deste tipo 
de marcadores em amostras muito processadas, baseando-se quer na 
presença de contaminantes característicos de produtos processados 
complexos ou na elevada degradação das amostras, o que conduz a uma 
amplificação pouco eficiente destes marcadores para tamanhos acima dos 100-
150 pb [Yamamoto et al., 2006]. 
 
Alguns autores propõem soluções que passam pelo desenho de primers mais 
curtos (<150 pb) para assim se conseguir amplificar extractos com massa 
molecular média muito baixa, da mesma ordem dos 100-150 pb ou pela 
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identificação de novos marcadores microssatélites do genoma cloroplastidial, 
muito mais abundante. Outra solução proposta consiste na adopção de novos 
marcadores moleculares como os SNP (Single Nucleotide Polymorphism) em 
que são detectados e amplificados pequenos fragmentos de ADN de cerca de 
20 pb [Yamamoto et al., 2006 e Testolin, R. e Lain, O., 2005]. 
 
Pretendeu-se neste trabalho a rentabilização dos meios existentes e 
marcadores desenvolvidos, tentando validar uma técnica reprodutível já 
aplicada na caracterização genética de nogueiras através das suas folhas 
jovens. O desenvolvimento de novos marcadores adaptados a extractos muito 
degradados, que teoricamente poderiam funcionar, acarretaria um trabalho 
exaustivo que não se enquadra nos objectivos e tempo disponível para a 
presente dissertação. 
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6. Conclusões gerais 
 
Esta dissertação pretendeu contribuir para o desenvolvimento de técnicas que 
avaliassem objectivamente, através de marcadores moleculares SSR, a 
identidade e as relações genéticas entre as variedades portuguesas de Juglans 
regia L. (Arco, Rego e Samil) e as variedades internacionais. Para além da 
caracterização molecular de três variedades de nogueira portuguesas, este 
trabalho visou contribuir com uma base de dados de perfis genéticos de todas 
as cultivares estudadas e proceder simultaneamente à sua caracterização 
genética através da avaliação das relações existentes entre elas. Estes 
objectivos foram atingidos com sucesso, pois os marcadores microssatélite 
aplicados revelaram-se perfeitamente adequados às referidas aplicações, 
permitindo desta forma avaliar o património genético nacional, a sua relação 
com o património genético internacional, as suas qualidades e a forma como 
podem contribuir para os germoplasmas portugueses, colmatando certas 
lacunas existentes nos referidos germoplasmas. Estes marcadores permitiram 
também a confirmação da identidade de variedades, assim como a avaliação 
de erros e redundâncias existentes nas colecções.  
No que concerne ao outro objectivo deste trabalho, aplicação dos marcadores 
SSR (aplicados na caracterização genética de Juglans regia L. através das 
folhas), para confirmação da identificação de variedades de nozes recolhidas 
em Soure, assim como para a avaliação da autenticidade de nozes comerciais 
e produtos derivados, confirma-se a sua viabilidade e os seus bons resultados. 
Excepção feita para os produtos processados, onde a avaliação da 
autenticidade não se revelou fiável através dos marcadores aplicados, nas 
condições utilizadas neste estudo. 
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Glossário 
 
Accession Amostra de variedade de planta colhida num local e tempo 
conhecidos. A cada accession corresponde um número 
sequencial que a identifica nos registos da base de dados 
correspondente. 
 
AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism. Método de 
elevada sensibilidade para a detecção de polimorfismos 
em ADN. Após digestão dos extractos genómicos com 
enzimas de restrição adequadas, uma porção dos 
fragmentos é amplificada pela reacção de PCR, orignando 
perfis de bandas complexos e altamente polimórficos. 
 
Alelo Uma das diferentes formas de um gene. Cada indivíduo 
herda dois alelos de cada gene, um de cada um dos 
progenitores. Estes alelos podem ser iguais (indivíduo 
homozigótico) ou diferentes (indivíduo heterozigótico). 
 
Alelo nulo Alelo inactivo ou inexistente, que não se exprime ou que 
não amplifica durante a reacção de PCR. 
 
Clone Indivíduo derivado de outro e que possui o mesmo 
património genético do indivíduo original, produzido por 
reprodução assexuada. Um clone é portanto, de forma 
simplista, como que um gémeo desfasado no tempo. 
 
Dendrograma Tipo específico de diagrama que organiza determinados 
factores e variáveis. Resulta de uma análise estatística de 
determinados dados, em que se emprega um método 
quantitativo que leva a agrupamentos e à sua ordenação 
hierárquica ascendente. Em termos gráficos, assemelha-se 
aos ramos de uma árvore que se vão dividindo 
sucessivamente. 
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Desnaturação Destruição da estrutura tridimensional natural das 
moléculas biológicas de grande massa molecular (e.g. 
ADN ou proteínas), normalmente através do calor. No caso 
particular das moléulas de ADN, o processo de 
desnaturação conduz à separação das cadeias duplas em 
duas cadeias simples. 
 
Dicogamia Modo de fecundação nas plantas, cujas flores apresentam 
ambos os órgãos sexuais e que não completam o seu 
desenvolvimento ao mesmo tempo. Maturação 
desencontrada dos órgãos sexuais. 
 
EcoR I Enzima de restrição originária da bactéria E. coli. 
 
Enzima de 
restrição 
Proteína capaz de reconhecer, com elevada 
especificidade, uma sequência nucleotídica curta e cortar a 
molécula de ADN nesse local. As bactérias contêm mais 
de 400 tipos de enzimas desse tipo, capazes de 
reconhecer e cortar cerca de 100 sequências de ADN 
diferentes. 
 
F (F1, F2…) Filial Generation. Os descendentes de um determinado 
cruzamento entre plantas constituem a descendência F1. O 
cruzamento entre indivíduos F1 origina a segunda geração 
filial, ou descendência F2, e assim sucessivamente. 
 
Fenótipo Características observáveis de um organismo que resultam 
da interacção entre o genótipo e o ambiente. 
 
Filogenia Relação evolucionária entre os organismos. Um phylum é 
um grupo de indivíduos relacionados. 
 
Fingerprint 
genético 
Neste contexto refere-se à identificação exacta das 
cultivares. 
 
Fragmento de 
restrição 
Fragmento de ADN obtido a partir de uma molécula mais 
longa pela acção de enzimas de restrição. 
 
GenBank Base de dados genética do National Institute of Health. 
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Genealogia Relações genéticas entre seres vivos, estabelecidas 
através de gerações. Linhagem. Procedência. 
 
Genoma Totalidade da informação genética de um organismo. 
 
Genótipo Identidade genética integral de um indivíduo, incluindo os 
alelos não expressos em características morfológicas. 
 
Germoplasma Termo usado para descrever os recursos genéticos de 
determinada planta, normalmente armazenado sob a forma 
de sementes ou células germinativas. 
 
Heterozigosidade 
esperada 
Proporção esperada de indivíduos heterozigóticos para um 
determinado locus (exprime-se com valores de 0 a 1). 
 
Heterozigosidade 
observada 
Proporção dos indivíduos heterozigóticos para um 
determinado locus (exprime-se com valores de 0 a 1). É 
uma medida da variação genética de uma população. 
 
Hibridação União de duas cadeias complementares de ADN que 
origina uma cadeia dupla. 
 
Homogamia Propriedade ou estado de homógamo; Homógamo: 
designativo das plantas ou das inflorescências que têm 
todas as flores do mesmo sexo ou todas hermafroditas. 
 
Homonímia Situação em que dois ou mais géneros, espécies ou 
variedades diferentes têm o mesmo nome. 
 
Isoenzimas Formas diferentes da mesma enzima. Um dos primeiros 
marcadores moleculares utilizados. 
 
Loci Plural de locus. 
 
Locus Local ou posição onde um gene particular ou uma 
sequência de ADN se encontra no cromossoma. Usado 
frequentemente como sinónimo do termo gene ou 
marcador, embora de significado mais genérico. 
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Marcador 
molecular 
Sequência de ADN (pode ser um gene) usado para 
identificar um organismo, uma espécie, uma variedade ou 
uma característica fenotípica associada. 
 
Microssatélite Sequência repetitiva de ADN usada como marcador 
molecular devido ao elevado polimorfismo apresentado. Os 
padões de repetição são constituídos por 2 a 6 bases. 
 
Microssatélite 
cloroplastidial 
 
Região repetitiva polimórfica do genoma dos cloroplastos. 
MseR I Enzima de restrição originária de várias espécies de 
Micrococcus. 
 
Par de bases As duas bases nucleotídicas pertencentes a cada uma das 
cadeias de ADN, ligadas por pontes de hidrogénio. 
 
PCR Polimerase Chain Reaction. Reacção em cadeia da 
polimerase do ADN. Amplificação in vitro de ADN pela 
acção da enzima Taq polimerase. 
 
Pedigree Genealogia; árvore genealógica; linhagem; ascendência. 
 
Polimorfismo Diferenças na sequência do ADN que ocorrem 
naturalmente numa população. Substituições de apenas 
um nucleótido, inserções e delecções de sequências e 
sequências repetitivas (microssatélites) são exemplos de 
polimorfismos. O local onde essa sequência se encontra é 
uma região polimórfica. 
 
Primer Pequena cadeia de nucleótidos que serve como ponto de 
partida da replicação do ADN. Designação anglosaxónica 
para sequência iniciadora da replicação ou polimerização 
do ADN. 
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RAPD Randomly Amplified Polymorphic DNA. Polimorfismo de 
AND por amplificação aleatória. Primers oligonucleotídicos 
(10pb) são usados para amplificar através da PCR regiões 
indefinidas da molécula de ADN. São gerados inúmeros 
fragmentos de um modo aleatório, que, após separação 
por electroforese, originam perfis polimórficos. 
 
Região 
flanqueadora 
Sequências de ADN que flanqueiam ambos os lados de 
um locus ou gene específico. 
 
RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorphism. Polimorfismo 
do tamanho dos fragmentos de rstrição. Técnica de 
detecção de polimorfismos entre indivíduos, originados 
pela variação dos locais de corte de enzimas de restrição 
específicas.  
 
SCAR Sequence Characterized Amplified Region. Ténica de 
detecção de polimorfismos em loci específicos. Os primers 
utilizados (16 a 24 pb) são desenvolvidos a partir do 
isolamento e sequenciação de bandas polimórficas obtidas 
pela amplificação de um genoma com um primer RAPD. 
Uma vez conhecida a sequência da banda polimórfica, são 
desenhados novos primers SCAR (um par de primers) pela 
adição de 10 a 14 bases complementares ao fragmento 
RAPD. 
 
Sinonímia Situação em que dois ou mais géneros, espécies ou 
variedades iguais têm nomes diferentes. 
 
SNP Single Nucleotide Polymorphism. Variação na sequência 
de ADN que ocorre quando um nucleótido (A; T; C ou G) 
do genoma difere entre membros de uma espécie. Para 
que a variação seja considerada um SNP, esta deve 
ocorrer em pelo menos 1% da população. 
 
Sonda Molécula de ADN ou ARN de cadeia simples com uma 
sequência específica, usada para detectar a sequência de 
bases complementar por hibridação. 
 
STR Short Tandem Repeats. O mesmo que microssatélites. 
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STS Sequence Tagged Site. O mesmo que microssatélites. 
 
Taq Polimerase do ADN termostável obtida da bactéria 
Thermus aquaticus, isolada de nascentes quentes do 
parque de Yellowstone, nos Estados Unidos da América. 
Usada para a polimerização in vitro do ADN pela reacção 
de PCR.    
 
Temperatura de 
Annealing 
 
Temperatura de hibridação. 
UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean. 
Método de agrupamento que usa uma matriz de distâncias 
genéticas para o desenho de um dendrograma, assumindo 
iguais ritmos de mutação em todos os braços. 
 
Variedade Subdivisão taxonómica da espécie. Grupo de indivíduos 
geneticamente distintos uns dos outros mas pertencentes à 
mesma espécie. Sinónimo de cultivar (variedade cultivada). 
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Anexo I 
 
1. Reagentes e Soluções 
 
1.1. Reagentes 
 
• dNTP set 100 mM, PCR Grade (Fermentas, Ontário, Canadá); 
• 2-Mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 
• Ácido acético glacial (Merck, Darmstad, Alemanha); 
• Ácido clorídrico, 37% (m/m) (Merck, Darmstad, Alemanha); 
• Agarose (Seakem, São Francisco, EUA); 
• Água para biologia molecular (Fluka, Steinheim, Alemanha); 
• Aldeído fórmico em solução, min. 37% (Merck, Darmstad, Alemanha); 
• Azul de bromofenol; 
• Brometo de etídio (solução aquosa de 10 mg/ml) (Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Alemanha); 
• Carbonato de sódio (Fluka, Steinheim, Alemanha); 
• Cloreto de sódio (Fluka, Steinheim, Alemanha);  
• CTAB (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 
• EDTA (ácido etilenodiaminotetraacético) (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Alemanha); 
• Etanol absoluto (Panreac, Barcelona, Espanha); 
• Gel de sílica isento de cloreto de cobalto (Panreac, Barcelona, 
Espanha); 
• GoTaq com respectivo tampão e cloreto de magnésio 25 mM (Promega, 
Madison, EUA); 
• Hidrocloreto de guanidina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 
• Hidróxido de sódio (Merck, Darmstad, Alemanha); 
• Marcador molecular 10 pb (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 
• Marcador molecular Generuler (25-700 pb) (Fermentas, Ontário, 
Canadá); 
• Marcador molecular HyperLadder (200-10000 pb) (Bioline, Taunton, 
EUA); 
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• Nitrato de prata (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 
• Persulfato de amónia, “APS” (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 
• Primers (Invitrogen, Carlsbad, EUA); 
• Proteinase K (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 
• PVP (polivinilpirrolidona) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 
• Sacarose (Merck, Darmstad, Alemanha); 
• Solução de acrilamida: bisacrilamida 40% (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Alemanha). 
• Solução silanizante, “Bind” (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha); 
• Solução silanizante, “Repel” (Fluka, Steinheim, Alemanha); 
• Temed (N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamina) (Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Alemanha); 
• Tiossulfato de sódio (Merck, Darmstad, Alemanha); 
• Tris base (Fluka, Steinheim, Alemanha); 
• Ureia (Fluka, Steinheim, Alemanha); 
 
1.2. Preparação de Soluções 
 
• Corante de carregamento em acrilamida desnaturante 
 
Mediu-se 9 ml de formamida e adicionou-se 1 g de sacarose, 5 mg de 
xilenocianol e 5 mg de azul de bromofenol. Dividiu-se em alíquotas de 1 ml e 
conservou-se a -20ºC. 
 
• Corante de carregamento em gel de agarose 
 
Juntou-se 0,25 g de azul de bromofenol com 40 g de sacarose e água até 
completar o volume de 100 ml. Filtrou-se a solução obtida com filtro de seringa. 
 
• dNTP 2,5 mM 
 
Adquirem-se os quatro dNTP em separado em solução a 100 mM cada 
(solução stock). Dividiu-se a solução stock em alíquotas de 50 µl. Para a 
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preparação da solução de trabalho diluiu-se a solução stock 40x. Adicionou-se 
10 µl de cada dNTP e 360 µl de água ultrapura. 
 
• EDTA 0,5 M, pH 8 
 
Pesou-se 186,1 g de EDTA e adicionou-se água até completar o volume de 
1000 ml. Dissolveu-se o EDTA com a ajuda de cerca de 20 g de NaOH. pH 
ajustado se necessário com HCl. 
 
• Primers 
 
Adicionaram-se 500 µl de água ultrapura por cada 50 nmol de primer liofilizado 
(solução stock a 100 pmol/ µl). Dividiu-se a solução de primers em alíquotas de 
50 µl e conservou-se a -20ºC. A solução de trabalho preparou-se diluindo esta 
solução stock 10x (10 µl de primer +, 10 µl de primer -, 80 µl de água 
ultrapura).  
 
• RNase a 10 mg/ml 
 
Pesou-se 10 mg de RNase e dissolveu-se à temperatura ambiente em 1 ml de 
água. Dividiu-se em alíquotas de 100 µl e armazenou-se a -20ºC. 
 
• Solução de Ácido Acético 10% 
 
Mediu-se 200 ml de ácido acético glacial e completou-se o volume com água 
até perfazer 2000 ml. 
 
• Solução de Acrilamida 6% 
 
Pesou-se 210 g de ureia e adicionou-se 150 ml de água, 50 ml de TBE 10x e 
75 ml de solução acrilamida: bisacrilamida a 40%. Juntou-se 4 g de amberlite 
por cada 100 ml de acrilamida e agitou-se durante 15 min. Por fim filtrou-se a 
solução com papel de filtro e armazenou-se a 4ºC. 
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• Solução de Carbonato de sódio 
 
Pesou-se 60 g de carbonato de sódio e adicionou-se água até completar o 
volume de 2000 ml. Dissolveu-se bem e colocou-se no congelador durante 1h. 
Quando se retirou do congelador adicionou-se 3 ml de formaldeído 37% e 400 
µl de tiossulfato de sódio. 
 
• Solução de Nitrato de prata  
 
Pesou-se 2 g de nitrato de prata e adicionou-se 3 ml de formaldeído 37% e 
água até perfazer o volume de 2000 ml. 
 
• TAE 50x 
 
Pesou-se 242 g de Tris base e adicionou-se 100 ml de EDTA 0,5 M e 57,1 ml 
de ácido acético glacial e água até completar o volume de 1000 ml. Para a 
preparação de TAE 1x, fez-se uma diluição de 1:50. 
 
• Tampão de Extracção 
 
Pesaram-se 8,18 g de NaCl, adicionaram-se 2g de CTAB e 1 ml de Tris 1M, pH 
8. Depois adicionaram-se 4 ml de EDTA 0,5M, pH 8 e 2 ml de β-
mercaptoetanol e água até completar o volume de 100 ml. 
 
• Tampão de Hidrocloreto de guanidina 
 
Adicionou-se 5,37g de Gu-HCl a cerca de 3 ml de água e 0,5 ml de solução 
mãe de EDTA 0,5M. Dissolveu-se e ajustou-se o pH a 7,5 com HCl 1M. 
Completou-se o volume com água até perfazer 10 ml. Autoclavou-se a 121ºC. 
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• Tampão TE 
 
Adicionou-se 1 ml de solução mãe de Tris 1 M e 2 ml de solução mãe de EDTA 
0,5 M e água até completar o volume de 100 ml. Autocalvou-se a 121ºC. 
 
• Tampão TNE 10x 
 
A 800 ml de água adicionou-se 12,1 g de Tris base, 3,7 g de EDTA e 116,8 g 
de NaCl. Acertou-se o pH a 7,4 com HCl e completou-se o volume com água 
até 1000 ml. Filtrou-se e autoclavou-se. 
 
• TBE 10x 
 
Pesou-se 108 g de Tris base, 55 g de ácido bórico e adicionou-se 40 ml de 
EDTA 0,5 M e água até completar o volume de 1000 ml. Para a preparação de 
TBE 1x, fez-se uma diluição de 1:10. 
 
• Tris 1M, pH 8 
 
Pesou-se 121,1 g de Tris base e adicionou-se água até completar o volume de 
1000 ml. Acertou-se o pH a 8 com HCl concentrado. 
 
2. Equipamento 
 
• Balança analítica, marca Mettler, modelo AG204 Toledo; 
• Balança de precisão, marca Mettler, modelo PJ400; 
• Banho termoestatizado, marca Heto; 
• Centrífuga refrigerada, marca Eppendorf, modelo 5810R; 
• Centrífuga, marca Heraeus Instruments, modelo Biofuge, Pico; 
• Estufa, marca WTC, modelo Binder; 
• Fonte de alimentação, marca Bio-Rad, modelo Power PAC300; 
• Fonte de alimentação, marca Bio-Rad, modelo Power PAC3000; 
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• Sistema de obtenção de imagem digital, marca Kodak Digital Science, 
modelo DC120; 
• Software de análise de imagem, marca Kodak Digital Science 1 D; 
• Termociclador, i-Cycler (Bio-rad Laboratories, Hercules, EUA); 
• Termociclador, marca MJ Research, modelo PTC-100 (MJ Research, 
Watertown, EUA); 
• Tina vertical de electroforese, marca LifeTechnologies, modelo S2001. 
• Tinas horizontais de electroforese, marca Bio-Rad, modelo Sub-cell, GT; 
• Transluminador, marca UVItec; 
• Vórtex, marca VWR International; 
 
